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RAS (Rat Sarcoma) wurde als eines der ersten Onkogene 1982 von Robert Allen 
Weinberg beschrieben (Shih, 1982 #407). Es kodiert für ein Protein, das an vielen zel-
lulären Prozessen wie Zellteilung, Apoptose und Differenzierung beteiligt ist. 20-30% 
aller menschlichen Tumore weisen Punktmutationen im RAS-Gen auf, die die GTPase 
Aktivität des Proteins aktivieren. Dies trifft auch auf die akute myeloische Leukämie zu 
(Bos, 1985 #395). Das mutierte Ras-Protein aktiviert Signalwege, die die Zellteilung 
aktivieren und Apoptose hemmen, wodurch die Leukämogenese gefördert wird. Die 
prognostische Relevanz von RAS-Mutationen in der AML ist bis heute umstritten. Die-
se Arbeit untersucht, ob mutiertes RAS in einem hämatopoetischen Zellsystem die 
Reaktion der Zellen auf Chemotherapie-Behandlung verändert. 
 
1.1 Hämatopoese 
Unter Hämatopoese versteht man die Bildung der Blutzellen aus hämatopoetischen 
Stammzellen. Diese reifen unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren (z.B. SCF, GM-
CSF) und Zytokinen (z.B. IL-3, IL-6) zu Erythrozyten, Leukozyten, Lymphozyten und 
Thrombozyten heran. Die hämatopoetischen Stammzellen sind multipotente Zellen, 
d.h. sie haben die Fähigkeit, in unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren, und kön-
nen jeden Zelltyp des Blutsystems bilden. Die Entwicklung einer reifen Blutzelle aus 
einer Stammzelle erfolgt in mehreren Schritten (Abb. 1). Aus der Stammzelle entste-
hen myeloide und lymphoide Vorläuferzellen. Aus den lymphoiden Vorläuferzellen ent-
wickeln sich unter dem Einfluss von Wachstumfaktoren und Zytokinen B- und T-
Lymphozyten, die die Aufgabe haben, als „fremd“ erkannte Peptide zu erkennen und 
zu eliminieren. Aus den myeloiden Vorläufern entwickeln sich Erythrozyten, Megakary-
ozyten, aus denen wiederum Thrombozyten entstehen, und myeloische Zellen (ausge-
hend von Myeloblasten). Die Entwicklung von Myeloblasten in Monozyten bzw. Granu-
lozyten (Basophile, Neutrophile, Eosinophile) verzweigt sich in die Monozyten-Linie, 
aus der reife Monozyten und Makrophagen entstehen, und in die myeloide Linie. In 
dieser Linie reifen die Zellen von Promyelozyten zu Myelozyten und unreifen Basophi-
len heran. Die Letzteren entwickeln sich zu reifen Basophilen. Aus den Myelozyten 
entstehen Metamyelozyten, die weiter zu stabkernigen Granulozyten differenzieren, die 
sich zu reifen segmentkernigen neutrophilen (Polymorphonuklearen Zellen) und eosi-






Abb. 1: Hämatopoese. Aus einer multipotenten hämatopoetischen Stammzelle ent-
stehen myeloide und lymphoide Vorläuferzellen. Aus letzteren entwickeln sich, unter 
dem Einfluss von Wachstumfaktoren und Zytokinen, die B- und T-Lymphozyten, die 
vorwiegend das erlernte Immunsystem repräsentieren. Aus den myeloiden Vorläufern 
entwickeln sich in verschiedenen Stufen die myeloiden Zellen, zu denen die Monozyten 
und Granulozyten (Basophile, Neutrophile und Eosinophile) gehören. Diese stellen die 
wichtigsten Zellen der angeborenen Immunität dar. Außerdem reifen aus den myeloi-
den Vorläuferzellen die Erythrozyten und Megakaryozyten heran. Aus den Megakaryo-
zyten wiederum entwickeln sich Thrombozyten.  
 
Die unterschiedlichen Entwicklungsstufen können durch Oberflächenmarker, soge-
nannte CD (Cluster of Differentiation)-Moleküle, nachgewiesen werden. Bei diesen 
Markern handelt es sich z.B. um membrangebundene Glykoproteine oder Rezeptoren, 
die zellspezifisch exprimiert werden und durch monoklonale Antikörper detektiert wer-
den können. Einer dieser Oberflächenmarker ist z.B. Mac1, ein heterodimeres Integrin, 
das auf der Oberfläche von Monozyten, Granulozyten, Makrophagen und natürlichen 
Killerzellen exprimiert wird. Dieses Protein ist an der Adhäsion und Migration der Zellen 
beteiligt und spielt u.a. eine Rolle in der Phagozytose, Chemotaxis und im Komple-
mentsystem. Auch Granulozyten exprimieren Mac1, wobei für eine spezielle Charakte-
risierung dieser Zellen der Marker Gr1 zur Verfügung steht. Hämatopoetische Stamm-
zellen exprimieren den Stammzellmarker c-kit und sind negativ für die 
Differenzierungsmarker Mac1 und Gr1. c-kit ist eine Rezeptortyrosinkinase, die durch 
den Liganden SCF aktiviert werden kann. Die Bindung des Liganden an den Rezeptor 
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hat die Induktion des MAP Kinase Signalwegs zur Folge, wodurch die Zelle zur Prolife-
ration angeregt wird (Wandzioch, 2004 #366, Tauchi, 1994 #365).  
 
1.1.1 Akute myeloische Leukämie 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine Form der Krebserkrankung, bei der die 
Differenzierung der Myeloblasten zu reifen Granulozyten und Monozyten blockiert ist. 
Die Blasten zeichnen sich durch uneingeschränkte Proliferation aus und akkumulieren 
im Knochenmark, was die Bildung der gesunden Blutzellen behindert. Diese unreifen 
Vorläuferzellen zeigen noch keine Funktionen hinsichtlich der Immunabwehr, die Auf-
gabe, die sie als differenzierte Granulozyten und Monozyten normalerweise überneh-
men. Mutationen, die zu einer Blockade der Differenzierung führen, nennt man Mutati-
onen der Klasse II. Diese betreffen u.a. die Transkriptionsfaktoren wildtyp 
Nucleophosmin, wildtyp C/EBPα sowie die Fusionsproteine AML-ETO und PML-RARα 
(Larsen, 1992 #93; Frohling, 2005 #94). Mutationen der Klasse II sind aber allein nicht 
ausreichend, eine Leukämie zu erzeugen. Kommt es in der Vorläuferzelle, die bereits 
eine Klasse II-Mutation trägt, zu einer weiteren genetischen Veränderung, die die Akti-
vierung von Rezeptor-Tyrosin Kinasen oder Ras zur Folge hat (Klasse I Mutationen), 
kann dies zur Transformation der Zelle führen (Gilliland, 2002 #396). Die Mutation der 
Klasse I ist also nach diesem Modell für verstärkte myeloide Zellteilung und die der 
Klasse II für den Differenzierungsblock verantwortlich. 
Die akute myeloische Leukämie ist die häufigste akute Leukämie bei Erwachsenen und 
tritt häufiger mit zunehmendem Alter auf. Da die Blasten die gesunden Knochenmark-
zellen, wie z.B. die roten und weißen Blutzellen und die Blutplättchen verdrängen, ge-
hen die Symptome mit Müdigkeit, Kurzatmigkeit, verstärkter Blutungsneigung und ei-
nem erhöhten Infektionsrisiko einher. Die akute myeloische Leukämie führt innerhalb 
weniger Wochen bis Monate zum Tod, wenn die Krankheit unbehandelt bleibt. Die Be-
handlung der AML erfolgt mit konventionellen Chemotherapeutika wie Cytarabin und 
Daunorubicin.  
Ein erster Hinweis auf eine AML kann eine Vermehrung von weißen Blutzellen 
(Blasten), die anhand eines Differentialblutbildes zu erkennen sind, sein. Die Diagnose 
wird durch eine Knochenmarkpunktion gesichert und liegt dann vor, wenn der Anteil 
unreifer Blasten im Knochenmark mehr als 20% beträgt. AML ist eine Krebserkrankung 
mit einer Inzidenz von etwa drei Neuerkrankungen/100.000 im Jahr. 
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Für das Auftreten einer AML sind einige Risikofaktoren identifiziert. Diese können z.B. 
pre-leukämische Funktionsstörungen der Zellen im Knochenmark sein, die zum myelo-
dysplastischen oder myeloproliferativen Syndrom führen. Aus diesen Krankheiten kann 
sich nachfolgend eine AML entwickeln. Alkylierende Mittel, die als Chemotherapeutika 
eingesetzt werden, als auch ionisierende Strahlung können das Risiko, an einer AML 
zu erkranken, erhöhen. Auch bei Patienten mit Down Syndrom wurde ein 10- bis 18-
fach höheres Risiko, eine AML zu entwickeln, festgestellt. 
 
1.1.1.1 Zytogenetik der akuten myeloischen Leukämie 
Die zytogenetische Untersuchung der Blasten ist für die Einschätzung der Prognose 
sehr wichtig. Es existieren zytogenetische Aberrationen, welche mit einer guten, einer 
mittleren und einer schlechten Prognose assoziiert sind (Fenaux, 1989 #95; Grimwade, 
1998 #98). Die Hälfte aller AML-Patienten weist einen normalen Karyotyp auf. Dieser 
ist mit einer mittleren Risikogruppe assoziiert, d.h. das Risiko, nach Ende der Behand-
lung einen Rückfall zu erleiden, liegt bei ca. 50%. Im Gegensatz zu vielen anderen 
Tumoren ist der Tumorsuppressor p53 in weniger als 10% der AML mutiert (Rennevil-
le, 2008 #394). 
Durch chromosomale Translokationen kommt es zur Entstehung von Fusionsproteinen, 
die häufig als Transkriptionsfaktoren mit veränderten Eigenschaften die Expression von 
Differenzierungsgenen blockieren. Zu den häufigsten Fusionsonkoproteinen zählen 
PML-RARα, das aus der Translokation t(15;17) entsteht, und AML-Eto, das Produkt 
aus der Translokation t(8;21). Die Inversion des Chromosoms 16 (inv(16)) zerstört den 
Transkriptionsfaktor CBF-ß. Dieser bindet in normalen Zellen an den Transkriptionsfak-
tor AML1, wodurch es zur Bindung von AML1 an die DNA und damit zur Expression 
von Differenzierungsgenen kommt. Die zytogenetischen Veränderungen, welche mit 
einem mutierten CBF-ß Signalweg einhergehen (Translokation t (8;21) und Inversion 
inv (16)), werden der prognostisch günstigen Risikogruppe zugeordnet (Rückfallrisiko: 
33%). Daneben gibt es zytogenetische Abberationen, die mit einer schlechten bis sehr 
schlechten Prognose und einem hohen Rückfallrisiko (78%) assoziiert sind. Darunter 
fallen der Verlust des Chromosoms 5 und 7, der Verlust des Chromosom-Arms 5q, 
Veränderungen im Chromosombereich 3q und komplexe Karyotypen. 
Eine Reihe von Studien, darunter auch die der Cancer and Leukemia Group B 
(CALGB), haben retrospektiv den Einfluss der Zytogenetik auf die Überlebens- und 
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Rezidivrate der Patienten nach der Chemotherapie-Behandlung untersucht (siehe Ab-
schnitt 1.3). 
 
1.1.1.1.1 Das MLL-ENL Fusionsprotein 
Das Gen MLL (Mixed Lineage Leukemia) in humanen Zellen ist homolog zu dem tritho-
rax Gen in Drosophila melanogaster. Translokationen im MLL-Gen kommen in ca. 10% 
der akuten myeloischen Leukämien bei Erwachsenen (Fu, 2007 #73; Huret, 2001 #99), 
in ca. 70-80% der akuten lymphatischen Leukämien bei Kindern (Rubnitz, 1999 #72; 
Behm, 1996 #399; Sorensen, 1994 #401), und in Leukämien, die nach vorhergehender 
Behandlung einer Krankheit mit Topoisomerase II Inhibitoren entstanden sind, vor. Aus 
den Translokationen entstehen chimäre Gene, deren Expression MLL-
Fusionsonkoproteine bilden. Akute lymphoblastische Leukämie (ALL), die eine MLL-
Genaberrationen tragen, zeigen eine schlechte Prognose (Chen, 1993 #402), wogegen 
die Prognosen akuter myeloischer Leukämien, die solche MLL-Fusionsproteine tragen, 
sich nicht von denen anderer AML Formen unterscheiden (Krivtsov, 2007 #321). Für 
MLL sind bisher mehr als 50 Fusionsproteine identifiziert worden. Zu den fünf häufigs-
ten MLL Fusionen gehören MLL-AF4 oder t(4;11), MLL-AF6 oder t(6;11), MLL-AF9 
oder t(9;11), MLL-AF10 oder t(10;11) und MLL-ENL, das aus der Translokation der 
Chromosomen 11 und 19 (t(11;19) (q23;p13.3)) entsteht. Alle MLL-Fusionsproteine 
führen zu Leukämien, die phänotypisch als AML, ALL (akute lymphoblastische Leukä-
mie) oder biphenotypische Leukämie definiert werden können.  
Das MLL-Protein hat eine Histon H3 Lysin 4 (H3K4) Methyltransferase-Aktivität, die 
u.a. zur Aktivierung der Expression von HOX Genen führt. HOX Gene kodieren 
Transkriptionsfaktoren, die an der Entwicklung von verschiedenen Geweben und des 
hämatopoetischen Systems beteiligt sind. Durch interchromosomale Translokationen 
wird der N-terminale Abschnitt von MLL an den C-Terminus eines anderen Proteins 
fusioniert, wodurch ein Fusionsonkoprotein entsteht. MLL verliert dabei seine Me-
thyltransferase Domäne, die im C-terminalen Abschnitt lokalisiert ist. Mehrere MLL-
Fusionsproteine, z.B. AF4, AF10 und ENL interagieren direkt mit einer H3K79 Me-
thyltransferase, genannt DOT1L (Mueller, 2007 #60). Die Methylierung an Histon H3 
Lysin 79 ist, wie auch H3K4, eine transkriptions-aktivierende Markierung an den Histo-
nen (Guenther, 2007 #106; Lachner, 2003 #107). Dass MLL-Fusionsproteine die Ge-
nexpression durch diese Histon-Methylierung regulieren, geht aus der Beobachtung 
hervor, dass nach der Induktion von MLL-ENL die H3K79 Methylierungen an den Pro-
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motoren von hoxa9 und meis1 ansteigt, was mit einer erhöhten Expression dieser Ge-
ne einhergeht (Milne, 2005 #63). Die Methylierung von H3K79, durch DOT1L, anstelle 
von H3K4, durch MLL, könnte zum Transformationspotenzial der MLL-Fusionsproteine 
beitragen. In vivo sind bislang jedoch keine veränderten H3K79 Methylierungen an 
hoxa9 oder anderen MLL-Fusions-Zielgenen in Leukämien mit MLL-Fusionsproteinen 
nachgewiesen.  
ENL ist ein nukleäres Protein mit einer Größe von 62 kDa. Embryos mit einer Deletion 
beider ENL Allele sterben noch vor der Implantation im Uterus, was auf eine essentielle 
Funktion dieses Proteins hinweist. Das ENL Protein enthält eine Transaktivierungsdo-
mäne im C-terminalen Bereich. Die Aminosäure Sequenz dieser Transaktivierungsdo-
mäne ist zwischen den MLL Fusionspartnern ENL, AF4 und AF-9 hoch konserviert 
(Rubnitz, 1994 #319) und für die onkogenen Eigenschaften der Fusionsproteine wichtig 
(Slany, 1998 #103; Prasad, 1995 #104). Der N-terminale Bereich des Proteins inter-
agiert mit Histon H3 (Zeisig, 2005 #64). Die Aufreinigung von ENL-assoziierten Protei-
nen zeigt eine Zusammenlagerung von Proteinen, die als MLL-Fusionspartner bereits 
bekannt sind und Proteinen, wie pTEFb, ein Elongationsfaktor der Polymerase II, 
DOT1L und Polycomb-Proteinen, die an der Genrepression beteiligt sind. Diese Beo-
bachtungen legen nahe, dass ENL die Transkription durch Regulation der Elongation 
und durch Modifikation des Chromatins steuert (Mueller, 2007 #60).  
MLL-ENL knock-in Mäuse entwickeln innerhalb weniger Monate Leukämien (Forster, 
2003 #101). Dabei transformieren die Fusionsonkoproteine nur hämatopoetische Zel-
len (Krivtsov, 2007 #321). Werden humane hämatopoetische lineage-negative Zellen 
mit retroviralem MLL-ENL infiziert, welche anschließend in immundefiziente Mäuse 
gespritzt werden, entwickeln diese Mäuse myeloide oder lymphoide Leukämien die der 
humanen Leukämie ähnlich sind. Nachfolgende Transplantationsexperimente lassen 
auch in den Empfänger-Mäusen Leukämien entstehen, da sich Leukämie-initiierende 
Zellen (LICs) gebildet haben, durch die die Leukämien aufrecht erhalten werden (Bara-
be, 2007 #102). Die Leukämien stammen nicht nur von hämatopoetischen Stammzel-
len sondern auch von Progenitorzellen ab, obwohl Progenitorzellen normalerweise 
nicht mehr die Fähigkeit zur Selbsterneuerung enthalten (Na Nakorn, 2002 #109). Die-
se wird jedoch durch das Fusionsprotein MLL-ENL gleichsam reaktiviert. Im Vergleich 
zu MLL-transformierten hämatopoetischen Stammzellen ist das Transformationspoten-
zial dieser Progenitorzellen niedriger, da 10-mal mehr Zellen benötigt werden, um eine 
Leukämie zu induzieren (Cozzio, 2003 #108). Der Vergleich der Expressionsprofile von 
transformierten Stamm- und Progenitorzellen zeigt, dass MLL-Fusionsproteine nicht 
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die de-Differenzierung der Progenitoren induzieren, sondern, neben den Differenzie-
rungsgenen auch die Expression von Stammzell-spezifischen Genen aktivieren (Krivt-
sov, 2006 #110). 
 
1.1.1.1.2 Onkogenes Ras in Maus-Modellen der AML 
Mutiertes RAS kommt häufig in humanen Tumoren vor. Adenokarzinome des Pankreas 
sind zu 90% und Kolonkarzinome und Schilddrüsentumore zu 50% betroffen. Der An-
teil bei Lungentumoren und myeloischen Leukämien liegt bei 30% (Bos, 1989 #114). 
In Maus-Modellen induziert mutiertes ras einen myeloproliferativen Zustand, aber keine 
Leukämie (Braun, 2004 #115; Chan, 2004 #116; Chan, 2006 #117; Parikh, 2006 #118). 
Erst in Kombination mit einem weiteren Onkogen wie z.B. PML-RARα  führt aktives 
Ras zu akuten Leukämien (Chan, 2006 #117). Onkogenes Ras hat nicht nur proliferati-
onsinduzierende Eigenschaften, es kann in hämatopoetischen Zellen auch Differenzie-
rung auslösen (Darley, 1999 #120; Hibi, 1993 #32; Shen, 2007 #121; Shen, 2004 
#122; Hawley, 1995 #119). 
 
1.1.1.2 Behandlung der akuten myeloischen Leukämie 
Die Behandlung der AML gliedert sich in verschiedene Phasen: Einer frühen Indukti-
onsphase (die ggf. wiederholt wird) schließen sich mehrere Konsolidierungszyklen an. 
Das Ziel der Induktions-Therapie ist es, dass leukämische Zellen soweit dezimiert wer-
den, dass sie mit morphologischen Kriterien nicht mehr nachzuweisen sind (Erreichen 
einer so genannten kompletten Remission). Die nachfolgende Konsolidierung-Therapie 
wird eingesetzt, um restliche Blasten zu eliminieren und eine Heilungschance zu erzie-
len, um also die Remission zu erhalten, zu konsolidieren. In Induktions- und Konsoli-
dierungstherapie werden vor allem der Antimetabolit Cytarabin sowie das Anthrazyklin 
Daunorubicin eingesetzt. Cytarabin wird während der Replikation in die DNA einge-
baut, wodurch es zum Abbruch dieser kommt. Die cytotoxische Wirkung von Daunoru-
bicin entsteht durch dessen Interkalation in die DNA, so dass die Struktur der DNA 
verzerrt wird, wodurch sowohl die Transkription als auch die Replikation gestört werden 
und durch die Bildung von Sauerstoffradikalen, die zu Schäden an der DNA führen. 
In einer wichtigen Studie der CALGB wurde nachgewiesen, dass Patienten, welche in 
der Konsolidierungsphase höher dosiertes Cytarabin bekommen hatten, seltener rezi-
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divierten als Patienten, welche Cytarabin in niedriger Dosierung bekommen hatten. 
(Mayer, 1994 #397).  
Die akute myeloische Leukämie zeichnet sich durch eine starke Heterogenität aus, da 
die Transformation der hämatopoetischen Zellen an unterschiedlichen Entwicklungs-
stufen entlang der Differenzierungslinie auftreten kann. Dies erschwert die Behandlung 
der einzelnen Krankheitsfälle, denn die Wirkung der Chemotherapeutika auf die leu-
kämischen Zellen ist von der Entwicklungsstufe abhängig, an der die Differenzierung 
blockiert ist. So ist beispielsweise eine Leukämie, deren Tumor-induzierende Zelle in 
der Differenzierunglinie sehr nah an der Stammzelle liegt, schwieriger zu behandeln, 
als eine Leukämie deren Tumorzellen schon weiter differenziert sind. Dies liegt u.a. 
daran, dass die Expression anti-apoptotischer Gene, wie z.B. MCL1, und Gene, die als 
aktive Transporter unter ATP-Verbrauch zelltoxische Stoffe aus der Zelle pumpen, z.B. 
ABCB1, in Stammzellen sehr viel höher ist als in differenzierten Zellen (Opferman, 
2005 #111; Terskikh, 2003 #112; Scharenberg, 2002 #113). Alles in allem kann man 
sagen, dass die kombinierten Behandlungen (Induktion- und Konsolidierungstherapie) 
altersübergreifend nur bei bei 20-30% der Patienten zu einer Heilung führen. Es ist 
heute Standard, dass Patienten mit einem hohen Risiko für ein Rezidiv der Erkrankung 
(z.B. zytogenetische Hoch-Risikogruppen) oder einem Rezidiv der AML mit einer allo-
genen Stammzelltransplantation behandelt werden. Die allogene Stammzelltransplan-
tation (Verpflanzung allogener Stammzellen und Immunzellen) ist zwar wegen erhöhter 
Infektionsrate und der Abstoßungsproblematik mit einer gewissen Therapie-
assoziierten Mortalität assoziiert, wird aber genau hier angewendet, da mit dieser 
Maßnahme das Rezidivrisiko am geringsten ist (Estey, 2006 #398). 
 
 
1.2 Die Ras-Proteinfamilie 
Zur Ras-Proteinfamilie gehören die funktionell und strukturell ähnlichen Proteine H-
Ras, K-Ras und N-Ras. Diese sind kleine G-Proteine, die im GTP-gebundenen Zu-
stand aktiv sind und dann andere Proteine, meist Kinasen, aktivieren. Der aktive Zu-
stand wird durch Guanin-Nukleotid-Austausch Faktoren (GEFs) herbeigeführt, die ge-
bundenes GDP durch GTP ersetzen. GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) 
überführen Ras-Proteine dagegen in einen inaktiven Zustand, indem sie die Hydrolyse 
von GTP zu GDP beschleunigen (Bos, 2007 #301).  
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Es gibt drei RAS-Gene. Sie kodieren für die 21 kD Proteine H-Ras, N-Ras, K-Ras4A 
und K-Ras4B, wobei die beiden letztgenannten alternative Spleiß-Varianten des glei-
chen Gens sind. 85% der Aminosäuresequenz der drei Proteine sind homolog. Der N-
terminale Bereich (Aminosäuren 1-165) enthält die hoch konservierte G-Domäne, be-
stehend aus P-Loop-Motiv (Phosphat-binding Loop) und Switch I und Switch II Motiv, 
die die Strukturen für die GTP-Bindung und nachfolgende Hydrolyse enthält. Der C-
terminale Abschnitt, der auch als hypervariable Region bezeichnet wird, ist sehr hete-
rogen. Die Aminosäuren dieser Region werden spezifisch posttranslational modifiziert, 
wodurch die Lokalisation der Ras-Proteine in der Membran festgelegt werden kann 
(Schubbert, 2007 #178). RAS-Gene, die eine Punktmutation in Codon 12, 13 oder 61 
aufweisen, führen zu konstitutiv aktiven Ras-Proteinen, da die intrinsische GTPase 
Aktivität von Ras beeinträchtigt ist und verhindert wird, dass GAPs die Hydrolyse von 
GTP verstärken können. Hierdurch kommt es zur Akkumulation von GTP-gebundenem 
Ras (Schubbert, 2007 #178). 
In seinem aktiven Zustand führt Ras zur Aktivierung mehrerer Signalkaskaden. Zu den 
Haupt-Effektor-Molekülen gehören die Serin/Threonin Kinase RAF, die Phospho-
Inositol 3 Kinase (PI3K), RALGDS (Ras related protein guanine nucleotide dissociation 






Abb. 2: Signalkaskaden, die durch Ras aktiviert werden. Vier Effektorsignalwege 
werden durch Ras aktiviert. Durch die Aktivierung von RAF/MEK/ERK werden 
Transkriptionsfaktoren aktiviert, die zur Ets Familie gehören. Diese wirken stimulierend 
auf den Zellzyklus. Die Aktivierung der PI3K hat die Phosphorylierung der Kinase AKT 
zur Folge. Dadurch werden Signale angeschaltet, die für das Überleben der Zelle wich-
tig sind. RALGDS-Proteine sind Guanin-Nukleotid Austausch Faktoren (GEFs) für RAL 
(Ras related protein). Phospholipase Cε führt zur Aktivierung von Protein Kinase C 
(PKC) und mobilisiert die Freisetzung von Ca2+. ERK (Extracellular Regulated Kinase); 
GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3); MEK (Mitogen-Activated Kinase/ERK Kinase); 
p70S6K (p70 ribosomal protein S6 Kinase); PDK1 (Phosphatidylinositol-trisphosphate-
Dependent Kinase 1); PLA2 (PhosphoLipase A2); PLD (PhosphoLipase D); RSK (p90 
Ribosomal protein S6 Kinase). 
 
Die Interaktion von Ras mit den Effektorproteinen stimuliert deren katalytische Aktivität. 
So aktiviert z.B. die Kinase RAF ihrerseits die MAP (Mitogen-Activated Protein) Kinase 
Kaskade, was zur Aktivierung von ERK (Extracellular Regulated Kinase) führt. Substra-
te der Kinase ERK sind u.a. Transkriptionsfaktoren die zur ETS Familie gehören (Ets1, 
Ets2, PEA3, SAP1 and ELK1). Diese induzieren die Expression von Genen, die den 
Zellzyklus antreiben. Die PI3K generiert second messenger Lipide (PIP-3), die die Ki-
nase AKT stimulieren. Diese phosphoryliert wiederum Proteine, die anti-apoptotische 
Funktionen ausüben, so dass die Aktivität der AKT Kinase für das Überleben der Zelle 
wesentlich ist. RALGDS Proteine sind Guanin-Nukleotid Austausch Faktoren für RAL 
(Ras related protein), ein Protein, das in Prozesse wie Vesikel Transport und Zellmor-
phologie involviert ist. Phospholipase Cε führt zur Aktivierung der Protein Kinase C und 
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mobilisiert die Freisetzung von Ca2+, wodurch z.B. die Aktivität von Enzymen oder Io-
nenkanälen in der Zelle beeinflusst wird.  
In primären Maus-Embryo-Fibroblasten (MEFs) führt konstitutiv aktives Ras, welches 
durch einen Aminosäure-Austausch von Glycin zu Valin an Codon 12 entsteht (RasV12), 
in Kombination mit einem weiteren Onkogen zur Transformation dieser Zellen, d.h. die 
Zellen wachsen unkontrolliert, zeigen keine Kontaktinhibition, wachsen in Softagar und 
bilden Tumore, nachdem sie transplantiert wurden (Land, 1983 #208). In humanen 
Zellen ist zusätzlich die Expression des Enzyms h-Tert (human-Telomerase reverse 
transcriptase) nötig, um Epithel- und Fibroblastenzellen zu transformieren (Hahn, 1999 
#207). 
 
1.2.1 Ras und Zellzyklus 
Ras weist unterschiedliche Effekte auf den Zellzyklus auf. Diese sind abhängig vom 
Zelltyp als auch von der Expressionsstärke des Proteins (siehe Abschnitt 1.2.2). 
So stimuliert Ras in immortalen Zellen die Zellteilung durch den RAF/MEK/ERK Sig-
nalweg, der Transkriptionsfaktoren wie c-Jun und Elk1 aktiviert. Elk1 führt zur Expres-
sion des Proteins c-Fos, das zusammen mit c-Jun den Transkriptionsfaktor AP1 (Acti-
vator Protein 1) bildet. Dieser führt zur Expression von c-Myc, dessen Zielgen u.a. 
Cyclin D ist. Cyclin D interagiert mit Cdk4 und Cdk6 und stimuliert den Eintritt der Zelle 
in den Zellzyklus (Pruitt, 2001 #180). Gleichzeitig wird der Zellzyklusarrest über die 
Aktivierung der Kinase AKT gehemmt. Die Kinase phosphoryliert die Forkhead 
Transkriptionsfaktoren (FKHR), wodurch diese inaktiviert werden (Vivanco, 2002 
#182), so dass die Induktion des Zellzyklusinhibitors p27Kip1  ausbleibt. 
In primären Zellen hingegen induziert Ras einen Zellzyklusarrest. Dieser wird ebenfalls 
über den RAF/MEK/ERK Signalweg vermittelt, jedoch führt dies zur Expression von 
p21Cip1 (Olson, 1998 #186), p16Ink4a (Serrano, 1997 #190), p15Ink4b (Malumbres, 2000 
#8) und p19Arf (Groth, 2000 #195; Palmero, 1998 #197). Die Expression von p21Cip1, 
einem Zielgen von p53, wird neben p53 durch die Transkriptionsfaktoren Ets1/2 und 
C/EBPα/β aktiviert. Somit kann p21 auch unabhängig von p53 exprimiert werden (Park, 
2000 #193; Zhang, 2003 #192). Die Aktivierung des RALGDS Signalweges hemmt 
hingegen die Expression von p21Cip1 (Olson, 1998 #186). Auch die Expression von 
p16Ink4a erfolgt über die Transkriptionsfaktoren Ets1 und Ets2, die an den Promotor von 
p16Ink4a binden und diesen aktivieren (Ohtani, 2001 #191). Der Mechanismus der In-
Einleitung 
 18 
duktion von p19Arf durch Ras ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Es ist jedoch gezeigt, 
dass c-Myc die Expression von p19Arf durch FoxO Transkriptionsfaktoren stimuliert 
(Bouchard, 2007 #380). Mit den erhöhten Expessionsleveln von p19Arf steigen auch die 
Proteinmengen von p53 in Zellen mit aktivem Ras (Bates, 1998 #196; Palmero, 1998 
#197). Die Induktion der Zellzyklusinhibitoren ist nötig, um Ras-vermittelten Zellzyklus-
arrest auszulösen. 
Die Expression von p21Cip1 wirkt dem Ras-vermittelten Signal für verstärkte Zellprolife-
ration entgegen, denn hohe Expressionslevel von Ras induzieren einen Zellzyklusar-
rest, der mit einer p21Cip1 Induktion einhergeht (Woods, 1997 #185; Pumiglia, 1997 
#184; Kerkhoff, 1997 #183). Keratinozyten und epitheliale Zellen mit p21Cip1 Verlust 
und aktivem Ras entwickeln häufiger und schneller Tumore (Missero, 1996 #187). Bis-
her wurde angenommen, dass p21Cip1 und p27Kip1 negative Regulatoren des Zellzyklus 
sind, aber es gibt Hinweise, dass sie das Durchlaufen der G1-Phase auch positiv regu-
lieren (Sherr, 1999 #188, Besson, 2008 #315, Dash, 2005 #313, Blain, 2008 #312). So 
fördert p21Cip1 die Zusammenlagerung von aktiven CyclinD1-Cdk4 Komplexen und 
verhilft dem Komplex zur Translokation in den Nukleus. Außerdem erhöht p21Cip1 die 
Stabilität des Komplexes (LaBaer, 1997 #189, Weiss, 2000 #311). Durch die Bindung 
von CyclinD1-Cdk4 Komplexen an p21Cip1 werden auch CyclinE-Cdk2 Komplexe frei-
gestellt, so dass der Übergang von der G1-Phase in die S-Phase erfolgen kann (Pruitt, 
2001 #180).  
 
1.2.1.1 Zellzykluskontrolle  
Zellen reagieren auf zytotoxischen, genomischen, replikativen oder oxidativen Stress 
mit der Aktivierung von Signalkaskaden. Die an der Signalkaskade beteiligten Kontroll-
proteine werden meist durch Phosphorylierung einer Kinase reguliert, wodurch unter 
anderem die Aktivierung von p53 (Arrest oder Apoptose) und die Inaktivierung von 
Cdk2 (Arrest) ausgelöst werden kann. In allen Zellzyklusphasen, G1-Phase, S-Phase, 
G2-Phase und Mitose-Phase, wird eine spezifische Schadenssignalkaskade aktiviert. 
Ist der Schaden so groß, dass er nicht repariert werden kann, lösen die Kontrollprotei-
ne einen permanenten Zellzyklusarrest (Seneszenz) aus oder eliminieren die Zelle 
durch Einleitung von programmiertem Zelltod (Apoptose) (Zhou, 2000 #139; Khanna, 
2001 #140; Chang, 1999 #141). Damit wird die Integrität des Genoms gesichert und 
Mutationen verhindert, die zu unkontrolliertem Zellwachstum und Entartungen inner-
halb eines Organismus führen würden.  
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Die Tatsache, dass die Wirkung vieler Chemotherapeutika durch Schädigung der DNA 
oder durch Blockierung der Replikation vermittelt wird, bringt die Kontrollproteine in 
einen therapeutischen Zusammenhang. Die Hemmung dieser Proteine sensitiviert jene 
Tumorzellen gegenüber Chemotherapeutika, die kein funktionelles p53 haben (Zachos, 
2003 #142; Chen, 2003 #145; Wang, 2002 #144; Russell, 1995 #150; Shao, 1997 
#149; Bunch, 1996 #148; Hsueh, 1998 #147; Akinaga, 1993 #146; Wang, 1996 #42; 
Koniaras, 2001 #143).  
 
1.2.1.1.1 Die DNA-Schadensantwort 
Die Behandlung der Zellen mit Cytarabin schädigt die DNA. Sensoren, die DNA-
Doppelstrangbrüche und Replikationsgabeln, die in ihrem Fortschreiten behindert wer-
den, detektieren, führen zur Aktivierung von zwei Kinasen, ATM (Ataxia Telangiectasia 
Mutated) und ATR (ATM- and Rad3-Related) (Abb. 3). Diese Proteine gehören zur 
Familie der PI3K (Phospho-Inositol 3 Kinase). Die Bezeichnung der Kinasen leitet sich 
von einem klinischen Syndrom, Ataxia Telangiectasia, ab. Dieses Syndrom ist durch 
eine erhöhte Sensitivität gegenüber Strahlung und ein verstärktes Auftreten von Tumo-
ren charakterisiert. Die Kinasen ATR und ATM reagieren auf unterschiedliche Arten 
von DNA-Schäden (Abraham, 2001 #153; Shiloh, 2003 #151) und aktivieren jeweils die 
Effektorkinasen Chk1 und Chk2 durch Phosphorylierung. Doppelstrangbrüche (z.B. 
durch γ-Strahlung) aktivieren hauptsächlich die ATM-Kinase und Chk2, die in allen 
Phasen des Zellzyklus exprimiert werden, und führen in der beschädigten Zelle zu ei-
nem Arrest in der G1-Phase oder zur Apoptose. Replikationsdefekte aktivieren, durch 
das Auftreten einzelsträngiger DNA, die ATR-Kinase und Chk1 (Ball, 2005 #127; Cor-
tez, 2001 #128; MacDougall, 2007 #129). Diese agieren in der S-Phase und G2/M-
Phase des Zellzyklus. Auch ATR reagiert auf Doppelstrangbrüche, aber sehr viel lang-
samer als ATM.  
ATR wird hauptsächlich durch Agenzien aktiviert, die mit dem Fortschreiten der Repli-
kationsgabel interferieren, z.B. Cytarabin, UV-Strahlung und Hydroxyurea. Dabei ent-
stehen einzelsträngige DNA Abschnitte. An diese bindet das Protein RPA (Replication 
Protein A) und rekrutiert das ATR-interagierende Protein (ATRIP) und ATR. Die Akti-
vierung von ATR benötigt die Zusammenlagerung vieler Proteine, was für die DNA-
Schadensantwort unerlässlich ist (Kumagai, 2006 #344). ATR wiederum aktiviert die 
Kinase Chk1 durch Phosphorylierung an Serin 345 und Serin 317 (Zou, 2003 #154). 
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Für die vollständige Aktivierung des Signalweges sind zudem die Komplexe RAD9-
RAD1-HUS1 und RAD17-RFC nötig (Rouse, 2002 #155). 
Die Aktivierung von ATM wird durch Autophosphorylierung an Serin 1981, vermutlich 
durch Veränderungen in der Chromatinstruktur, herbeigeführt (Bakkenist, 2003 #156). 
Für die Funktionsfähigkeit von ATM ist ein Komplex, bestehend aus den Proteinen 
MRE11-RAD5-NBS1, nötig, der die DNA und die Kinase bindet (Petrini, 2003 #158; 
D'Amours, 2002 #157). 
Neben Cytarabin werden auch Daunorubicin und Etoposid für die Behandlung der AML 
eingesetzt. Diese Substanzen bewirken Einzel- und Doppelstrangbrüche, wodurch die 
ATM- und ATR-Schadenssignalkaskade aktiviert wird (Montecucco, 2007 #361). Diese 
Substanzen hemmen das Enzym Topoisomerase II, welches die Struktur der DNA kon-
trolliert, indem es einen der beiden Doppelhelixstränge schneidet und den anderen 
Strang durch diesen hindurchführt. Diese Verwindungen der DNA-Stränge sind u.a. bei 
der Replikation und Rekombination notwendig. Das Enzym wirkt als Homodimer, wobei 
jeweils eine Einheit einen Strang der Doppelhelix schneidet. Durch Änderung der Kon-
formation wird die intakte DNA durch den Bruch hindurchgeführt und die DNA-Enden 
wieder zusammengeführt. Das vorübergehende Zwischenprodukt, bestehend aus To-
poisomerase II und geschnittener DNA, hat in hoher Konzentration cytotoxische Effek-
te. Etoposid hindert, durch direkte Interaktion mit dem Monomer, das Enzym an der 
Religierung der DNA, so dass es zu vielen Einzel- und Doppelstrangbrüche kommt. 
Auch Daunorubicin hemmt die Topoisomerase II, wodurch es zur Aktivierung von p53 





Abb. 3: Signalnetzwerk, das nach DNA-Schaden aktiviert wird. Es gibt zwei 
Signalkaskaden, die unterschiedliche Arten von DNA-Schaden detektieren und Apop-
tose, Reparatur bzw. Zellzyklusarrest induzieren. Die Kinase ATM (Ataxia Telangiecta-
sia Mutated) wird durch Doppelstrangbrüche aktiviert. Dafür ist der MRN-Komplex (be-
stehend aus den Proteinen MRE11, NBS1 und RAD50) notwendig. ATM phosphoryliert 
und aktiviert die Kinase Chk2, die wiederum p53 phosphoryliert, so dass es zum Zell-
zyklusarrest in der G1-Phase kommt oder Apoptose induziert wird. Die Kinase ATR 
(ATM- and Rad3-Related) wird durch Replikationsstress aktiviert. Dabei entstehen ein-
zelsträngige DNA Abschnitte, die von RPA (Replication Protein A) gebunden werden. 
Diese rekrutieren das ATR-interagierende Protein (ATRIP) und ATR, die nachfolgend 
die Kinase Chk1 aktivieren. Für die vollständige Aktivierung des Signalweges sind 
auch die Komplexe RAD9-RAD1-HUS1 und RAD17-RFC nötig. Chk1 phosphoryliert 
die CDC25-Phosphatasen, wodurch diese proteasomal abgebaut werden. Dadurch 
bleiben die Cyklin-abhängigen Kinasen inaktiv und es kommt zum Zellzyklusarrest. 
 
Obwohl die Kinasen ATM und ATR durch unterschiedliche Signale aktiviert werden, 
führt die Aktivierung der einen Kinase auch zur Aktivierung des anderen Signalweges 
(Cuadrado, 2006 #12; Stiff, 2006 #13; Kulkarni, 2008 #52).  
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ATM/ATR und Chk1/2 setzen ein Netzwerk von Proteinen in Gang, die in DNA Repara-
tur, Regulation der Transkription, Replikation, Zellzykluskontrolle und Apoptose invol-
viert sind. Zu diesen Effektor-Proteinen gehören BRCA1, FANCD2, NBS1, H2A.x, 
BLM1, p53BP1, CDC25 und p53 (Zou, 2003 #154; Shiloh, 2003 #151). 
H2A.x ist eine Histon Variante, die in Säugerzellen 10% aller 2A-Histone ausmacht. 
Dieses Histon hat im C-Terminus einen exponierten Sequenzabschnitt, dessen Serin 
139 in Folge eines DNA-Schadens von den Kinasen ATM und ATR phosphoryliert wird 
(γ-H2A.x) (Burma, 2001 #230; Ward, 2001 #231; Furuta, 2003 #241; Friesner, 2005 
#234). Die Phosphorylierung von H2A.x markiert damit die Stelle an der die DNA be-
schädigt ist, wodurch es zur Rekrutierung von Reparaturproteine kommt. So bindet z.B. 
NBS1, ein Protein des MRN-Komplexes, an phosphoryliertes H2A.x und leitet damit die 
Ligation von gebrochenen Chromosomenenden ein. Die Reparaturproteine 
MCD1/NFBD1 und 53BP1 können in so genannten nuclear foci, die durch γ-H2A.x ge-
bildet werden, detektiert werden (Bassing, 2004 #229).  
 
1.2.1.1.2 Chk1 und Chk2 
Die Effektorkinasen Chk1 und Chk2 sind strukturell unterschiedlich, zeigen aber über-
lappende Substratspezifität, so dass beide Proteine u.a. den Tumorsuppressor p53 
und die Phosphatasen CDC25A und CDC25C phosphorylieren können (O'Neill, 2002 
#161; Ou, 2005 #302; Shieh, 2000 #307). 
Chk1 wird in der S- und G2-Phase von proliferierenden Zellen exprimiert, während 
quieszente und differenzierte Zellen keine oder nur eine sehr schwache Chk1 Expres-
sion aufweisen (Lukas, 2001 #172; Kaneko, 1999 #171). Die Aktivierung von Chk1 in 
der S-Phase des Zellzyklus verzögert die Replikation (Falck, 2002 #134; MacDougall, 
2007 #129), stabilisiert die Replikationsgabel, verhindert Apoptose und blockiert den 
Eintritt in die Mitose. Dieser ist abhängig von Cdk1 (Cyclin Dependent Kinase 1), wel-
ches wiederum von den Phosphatasen CDC25A und CDC25C aktiviert wird. Aktivier-
tes Chk1 Protein phosphoryliert CDC25A an Serin 123 und CDC25C an Serin 216, 
welche daraufhin proteasomal abgebaut werden. Damit arretiert die Zelle in der G2-
Phase des Zellzyklus (Sorensen, 2003 #130; Peng, 1997 #177). Der Übergang von der 
G1- in die S-Phase ist abhängig von Cdk2, das ebenfalls von CDC25A aktiviert wird. 
Durch den Abbau von CDC25A in diesen Phasen des Zellzyklus kommt es zum Arrest 
in der späten G1-Phase (Mailand, 2000 #174). Brustepithelzellen, heterozygot für 
Chk1, treten in die Mitose ein, noch bevor die DNA-Synthese abgeschlossen ist, was 
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zeigt, dass der Verlust eines Allels ausreicht, um DNA-Schäden auszulösen (Lam, 
2004 #133).  
Darüber hinaus sind noch weitere Funktionen von Chk1 bekannt. Das Protein induziert 
nicht nur Arrest und Reparatur nach Schädigung der DNA, es ist auch für den fehlerlo-
sen Ablauf der Replikation erforderlich und in Chromatin remodeling involviert (Zhou, 
2004 #36). Untersuchungen in Säuger- und Hefe Zellen zeigen, dass Chk1, neben der 
Stabilisierung der Replikationsgabeln, auch die Initiation und Elongation der Replikati-
on an definierten Sequenzabschnitten (origins of replication) reguliert (Maya-Mendoza, 
2007 #173; Nitani, 2006 #136; Conti, 2007 #137; Seiler, 2007 #138). Mit diesen zusätz-
lichen Funktionen könnte auch einhergehen, warum Chk1, im Gegensatz zu Chk2, in 
Säugerzellen essenziell für die embryonale Entwicklung ist. In der Maus führt der Ver-
lust beider Chk1 Allele zu einer frühen embryonalen Letalität (Liu, 2000 #131; Takai, 
2000 #132). 
 
Chk2 ist, im Gegensatz zu Chk1, ein redundantes Kontrollprotein. Durch γ-Strahlung 
und UV-Strahlung wird dieses Protein sehr schnell aktiviert und kann Apoptose oder 
einen G1-Phase Arrest induzieren (Brown, 1999 #166; Chaturvedi, 1999 #160; Chen, 
2005 #169 Chehab, 2000 #335). Beides vermittelt Chk2 über die Aktivierung von p53. 
Diese wird durch die Phosphorylierung von p53 im N-terminalen Bereich, u.a. an Serin 
20, erreicht. Diese Phosphorylierung verhindert die Bindung der E3-Ubiquitin Ligase 
Mdm2, wodurch p53 nicht mehr abgebaut wird (Chehab, 1999 #325). Zusätzlich 
phosphorylieren und inaktivieren ATM und Chk2 auch das zu Mdm2-homologe Protein 
Mdmx, welches die proteasomale Degradation von p53 vermittelt (Chen, 2005 #324). 
Neben der Phosphorylierung im N-Terminus sind auch Stellen im C-terminalen Bereich 
von p53 beschrieben, deren Phosphorylierung durch Chk2 die Interaktion mit der Ace-
tyltransferase p300 stabilisiert. Die Acetylierung von p53 führt zur Aktivierung des Pro-
teins (Dornan, 2003 #333). Chk2 kann auch unabhängig von p53 Apoptose induzieren. 
Dies erfolgt durch die Phosphorylierung von PML und E2F-1 (Yang, 2002 #336; Ste-
vens, 2003 #337).  
 
1.2.2 Ras und Seneszenz 
Seneszenz bezeichnet einen irreversiblen Zellzyklusarrest und wird ausgelöst, wenn 
die Zellen einem Stresssignal ausgesetzt sind. Viele Tumorzellen reagieren auf her-
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kömmliche Zytostatika, wie z.B. Cytarabin und Etoposid, mit einem seneszenten Phä-
notyp, so dass Seneszenz, neben Apoptose, einen weiteren Mechanismus darstellt, 
der die Entwicklung von Tumoren im Organismus verhindert (Shay, 2004 #408). Se-
neszente Zellen verharren in der G1-Phase des Zellzyklus, sind metabolisch aktiv und 
zeigen die Aktivierung von Tumorsuppressor Signalwegen. Es gibt zwei Arten von Se-
neszenz, die replikative Seneszenz und die Onkogen-induzierte Seneszenz (OIS).  
Die replikative Seneszenz limitiert die Anzahl der Teilungen einer Zelle und wird durch 
verkürzte Telomere ausgelöst. Telomere schützen die Chromosomen-Enden vor un-
vollständiger Replikation, homologer Rekombination und Verknüpfung nicht-homologer 
Enden. Bei jeder Zellteilung kommt es in somatischen Zellen zur Verkürzung der Telo-
mere, da das Enzym Telomerase in diesen Zellen nicht exprimiert wird. Wenn die Te-
lomere eine kritische Länge erreichen, wird ein DNA-Schadenssignal ausgelöst, das 
die Aktivierung von p53 zur Folge hat. p53 induziert daraufhin einen permanenten Zell-
zyklusarrest (Seneszenz) oder Apoptose.  
Die Onkogen-induzierte Seneszenz ist unabhängig von der Telomerlänge und tritt in 
Zellen auf, die einem permanenten Stress ausgesetzt sind, z.B. durch ein konstitutiv 
aktives Onkogen. Onkogene veranlassen die Zelle zur Hyperreplikation, wobei es zu 
Schäden an der DNA kommt. Dies aktiviert die DNA-Schadenssignalkaskade, wodurch 
die Zellteilung innerhalb weniger Tage eingestellt wird (Di Micco, 2006 #1). OIS in vitro 
wurde erstmals für Zellen beschrieben, die mit aktivem RasV12 infiziert wurden (Serra-
no, 1997 #190). Die Zellen zeigten einen Zellzyklusarrest, der Merkmale aufwies, die 
für replikative Seneszenz beobachtet wurden. So zeigten die Zellen die Aktivität des 
Enzyms Seneszenz-assoziierte-β-Galaktosidase (SA-β-Gal), der älteste und fundier-
teste Marker für Seneszenz. Dieses Protein wird in seneszenten Zellen verstärkt 
exprimiert, und seine Aktivität kann in den Zellen sichtbar gemacht werden (Dimri, 
1995 #82). Auch die Zyklin-abhängigen Kinase Inhibitoren p15Ink4b und p16Ink4a sind in 
seneszenten Zellen induziert und gelten somit als Marker für diese Zellen (Collado, 
2005 #201; Alcorta, 1996 #202; Prieur, 2008 #198). Auch für andere Onkogene wurde 
die Induktion von Seneszenz beschrieben, wie z.B. RAF, MEK, BRAF, CDC6, Cyklin E 
und STAT5 (Prieur, 2008 #198). Weitere Untersuchungen ergaben, dass in diesen 
Zellen durch Hyperreplikation eine DNA-Schadensantwort aktiviert wird, die kausal mit 




Ursprünglich hielt man OIS für ein Zellkulturartefakt, da die Zellen unter in vitro Bedin-
gungen unphysiologischen Sauerstoffkonzentrationen (20%, anstatt 3-4%) ausgesetzt 
sind. Dass OIS in vivo ein Tumorsuppressormechanismus ist, wurde 2005 von vier 
Forschergruppen an Lungenadenomen, T-Zell-Lymphomen und Prostatatumoren bei 
Mäusen, sowie an humanen gutartigen Pigmentzellen der Haut (dysplastischer Nävus, 
auch Muttermal genannt) beschrieben (Braig, 2005 #4; Chen, 2005 #406; Michaloglou, 
2005 #404; Collado, 2005 #201). Der erste direkte Beweis für Seneszenz in einem 
Wachstums-arrertierten humanen Tumor wurde am dysplastischen Nävus, der eine 
onkogene Aktivierung von BRAF aufweist, erbracht (Michaloglou, 2005 #404). 
Eine in vivo Studie an Mäusen zeigt, dass die OIS von der Ras-Expressionsstärke ab-
hängig ist (Sarkisian, 2007 #298): Die niedrige Expression eines Doxyzyklin-
induzierbaren onkogenen K-Ras Proteins in der Milchdrüse von transgenen Mäusen 
stimuliert die Zellteilung und führt zur epithelialen Hyperplasie, während eine hohe 
Ras-Expression in diesen Mäusen Seneszenz induziert, die vom Ink4/Arf-Genabschnitt 
abhängig ist. Die Ras-induzierte Seneszenz ist irreversibel und wird auch nach Ab-
schalten der Ras-Expression aufrechterhalten.  
 
1.2.3 Ras und Apoptose  
Die Behandlung von Zellen mit Zytostatika (z.B. Cytarabin) löst den programmierten 
Zelltod (Apoptose) aus. Dies erfolgt zum einen durch Störung des Metabolismus und 
zum anderen durch die Erhöhung der Konzentration von pro-apoptotischen Proteinen. 
So hat z.B. die Induktion der DNA-Schadenssignalkaskade durch Cytarabin die Aktivie-
rung von p53 zur Folge. Zielgene von p53 sind die pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine 
Bid, Puma und Noxa, deren Transkription durch p53 aktiviert wird (Yu, 2001 #275; Sax, 
2002 #276; Oda, 2000 #274). Zusätzlich kann p53 die Permeabilisierung der äußeren 
Mitochondrienmembran auslösen (Moll, 2005 #279; Mihara, 2003 #277; Chipuk, 2004 
#278). Die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran setzt Cytochrom C frei, wo-
durch es zur Bildung des Apoptosoms, bestehend aus Cytochrom C und Apaf-1, 
kommt. Dieser Komplex führt zur Spaltung von Pro-Caspase 9 zur aktiven Caspase 9 
(Cain, 2000 #280). Das Substrat von Caspase 9 ist Pro-Caspase 3. Caspase 3 spaltet 
viele Substrate in der Zelle, so dass es zu den bekannten morphologischen Merkmalen 




An der Übertragung von apoptotischen Signalen sind sowohl Kinasen als auch 
Transkriptionsfaktoren, z.B. JNK (c-Jun N-terminal Kinase), MAPK/ERK oder NF-κB 
(Nuclear Factor k B), beteiligt (Karin, 2002 #282; Davis, 2000 #281). 
Die Rolle von aktivem Ras bei der Apoptose ist abhängig vom Zelltyp und Kontext. Es 
gibt Daten, die darauf hinweisen, dass Ras ein anti-apoptotisches Signal in der Zelle 
auslöst (Terada, 2000 #259; Kinoshita, 1997 #258, Xue, 2000 #261; Mazzoni, 1999 
#270), als auch Daten, die Ras-induzierte Apoptose belegen (Hueber, 1998 #256, Na-
varro, 1999 #264, Vos, 2000 #272).  
 
1.2.4 Ras und Differenzierung hämatopoetischer Zellen 
Bei der AML ist neben der oben beschriebenen Hyperproliferation die Differenzierung 
der hämatopoetischen Stammzelle zu reifen Granulozyten und Monozyten gestört.  
Pluripotente hämatopoetische Stammzellen (HSC) machen ca. 0.1% der gesamten 
Zellpopulation im gesunden Knochenmark aus. Diese Zellen teilen sich asymmetrisch, 
d.h. nach der Teilung gibt es eine pluripotente Tochterzelle und eine unreife Vorläufer-
zelle (Progenitorzelle), die in ihrer Differenzierungslinie bereits festgelegt ist. Im Kno-
chenmark differenzieren diese Vorläuferzellen weiter zu lymphoiden, erythroiden, me-
gakaryozytischen oder myeloiden Zellen. Myeloide Zellen umfassen Vorläufer der 
Mono- und Granulozyten sowie deren reife Abkömmlinge. Die Vorläuferzellen zeigen 
eine starke Zellteilung und differenzieren in mehreren Schritten aus bis sie letztendlich 
die reifen, sich nicht mehr teilenden Zellen des Blutes bilden. An der Entwicklung von 
einer HSC zu einer Vorläufer- bzw. differenzierten Zelle sind Transkriptionsfaktoren 
beteiligt. Diese lassen sich in zwei Kategorien einteilen: 1. Transkriptionsfaktoren, die 
in beinahe allen Zelllinien eine Rolle spielen, wie SCL und AML1 und 2. Transkriptions-
faktoren, die spezifisch in bestimmten Differenzierungslinien exprimiert werden, wie 
z.B. GATA1, PU.1 und C/EBPα. Der Funktionsverlust dieser Transkriptionsfaktoren 
betrifft somit nur eine einzige Zelllinie oder eine kleine Anzahl von verwandten Zellli-
nien, während der Verlust von AML1 oder SCL die gesamten Blutzelllinien betreffen, 
da diese Transkriptionsfaktoren für die Entstehung der HSC aus dem Hämangioblast, 
dem Vorläufer für Blut- und Endothelzellen, erforderlich sind. Die Hochregulation des 
Transkriptionsfaktors PU.1 ist Vorraussetzung für den Übergang einer HSC zu einer 
lymphoiden Vorläuferzelle, während seine Herunterregulation für die Differenzierung 
der myeloiden Vorläuferzelle zum MEP (Megakaryozyten/Erythrozyten Progenitor) nö-
tig ist (Abb. 4). Die Hochregulation des Transkriptionsfaktors C/EBPα initiiert den Ü-
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bergang vom myeloiden Vorläufer zum GMP (Granulozyten/Makrophagen Progenitor). 
Innerhalb der GMPs wird die Differenzierung zu Granulozyten bzw. Makrophagen 
durch die Expression von PU.1 und C/EBPα festgelegt, wobei C/EBPα die Funktion 
von PU.1 blockiert und damit die Differenzierung zu Granulozyten steuert (Reddy, 2002 
#294). PU.1 reguliert myeloide Gene einschließlich der Rezeptoren für GM-CSF (Gra-
nulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), M-CSF (Macrophage Colony-
Stimulating Factor) und G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor). Es handelt 
sich hierbei um Wachstums- und Überlebens-Faktoren, deren Rezeptoren ausschließ-
lich auf myeloiden Zellen exprimiert werden. C/EBPα ist ein Leuzin-Zipper-
Transkriptionsfaktor, der die Transkription der Rezeptoren für G-CSF und Interleukin-6 
(IL-6) aktiviert. Für C/EBPα wurde auch gezeigt, dass er p21Cip1 aktiviert und den 
Transkriptionsfaktor E2F und die Zyklin-abhängigen Kinasen hemmt, so dass es zur 
Hemmung der Zellproliferation kommt (Tenen, 2003 #295).  
 
 
Abb. 4: Rolle der Transkriptionsfaktoren in der Hämatopoese. Transkriptions-
faktoren (TF) legen fest, in welche Zelllinie eine hämatopoetische Stamm- bzw. Vorläu-
ferzelle differenziert. Wird der TF PU.1 in der HSC stark exprimiert, wird ein Ge-
nexpressionsprofil aktiviert, welches die Zelle in die lymphoide Linie differenzieren 
lässt. Ist die Expression von PU.1 innerhalb der myeloiden Vorläuferzellen niedrig, dif-
ferenzieren die Zellen zu Megakaryozyten bzw. Erythrozyten aus. Der TF C/EBPα in-
duziert in den myeloiden Vorläuferzellen die Differenzierung zu Granulozy-
ten/Makrophagen Progenitoren (GMPs). In diesen Zellen führt die Aktivität von PU.1 
zur Monozyten-Differenzierung. PU.1 kann von C/EBPα gebunden und damit inaktiviert 
werden. In dieser Situation kommt es zur Expression von C/EBPα Zielgenen, die zur 




Aktives Ras kann die Differenzierung von Zellen beeinflussen. Die Infektion der mye-
loiden Zelllinie FDC-P1 mit onkogenem RAS löst eine Monozyten-Differenzierung in 
vitro aus (Hibi, 1993 #32). Humane Knochenmarkszellen, die mit mutiertem RAS infi-
ziert sind, zeigen, neben verstärkter Zellteilung der Vorläuferzellen, eine Induktion der 
myeloiden Differenzierung. Onkogenes Ras allein ist in diesen Zellen nicht ausrei-
chend, um die Zellen zu transformieren (Maher, 1994 #79). Um die Funktion von Ras 
in vivo zu studieren, wurden letal bestrahlten Mäusen Knochenmarkszellen injiziert, die 
onkogenes RAS trugen. Nach vier Wochen konnte eine granulozytäre Leukozytose im 
peripheren Blut der Mäuse detektiert werden, jedoch entwickelte keine der 22 trans-
plantierten Mäuse in Langzeitstudien myeloische Neoplasien. Die Untersuchung der 
Knochenmarkszellen in vitro zeigte, dass onkogenes Ras die Bildung von Monozy-
ten/Makrophagen fördert, und dass die Kultivierung dieser Zellen in Suspension die 
terminale Differenzierung zu Makrophagen auslöst. Diese Ergebnisse zeigen, dass 
aktivierende ras Mutationen keine genetischen Veränderungen sind, die eine AML initi-
ieren, sondern eher als zweite zusätzliche Mutation auftreten und damit die Zellteilung 
von myeloiden Vorläuferzellen fördern, was schließlich zur Transformation führen kann 
(Hawley, 1995 #119).  
Die Infektion der multipotenten Zelllinie FDCP-mix mit onkogenem Ras hemmt die Dif-
ferenzierung der neutrophilen Granulozyten unter der Behandlung der Zellen mit G-
CSF und GM-CSF, während die Differenzierung zu Makrophagen weiterhin induziert 
wird. Die Differenzierung der Neutrophilen kann jedoch teilweise durch Behandlung mit 
niedrigen Dosen Cytarabin herbeigeführt werden, was zeigt, dass Differenzierung 
durch Blockierung des Zellzyklus ausgelöst werden kann (Darley, 1999 #120). Die In-
duktion der Differenzierung durch Cytarabin ist auch in anderen Arbeiten beschrieben 
und weist damit einen zusätzlichen therapeutischen Mechanismus, neben Apoptose, 
von Cytarabin auf (Huang, 1988 #91; Nagler, 1986 #92; Takagaki, 2005 #9). 
Onkogenes Ras induziert in vielen primären Zellen der Vertebraten Differenzierung wie 
z.B. in neuronalen Zellen, Adipozyten und, wie bereits erwähnt myeloiden Zellen. Ras 
initiiert dabei die Expression von p53, p15Ink4b, p16Ink4a, p19Arf und p21Cip1, was zur Dif-
ferenzierung beiträgt. Überdies führt die Expression von Sprouty1 und Sprouty2, Prote-
ine die die Aktivierung von Ras blockieren, in NIH3T3 Fibroblastenzellen zur Hemmung 
des Zellwachstums und der Differenzierung. Aktives Ras kann also die Differenzierung 
von Zellen vermitteln (Gross, 2001 #24). Im Gegensatz dazu wird die Differenzierung 
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von Muskelzellen durch onkogenes Ras gehemmt (Crespo, 2000 #287; Shen, 2007 
#121). 
Wie sich aktives Ras auf die Zelle auswirkt, hängt, wie auch schon bei der Ras-
induzierten Apoptose, unmittelbar vom Zelltyp und auch vom Kontext ab (primäre oder 
transformierte Zellen, weitere Onkogene, Wachstumsfaktoren). Auf der einen Seite 
fördert Ras die Zellteilung, auf der anderen Seite kann aktives Ras auch Differenzie-
rung induzieren. Der Ras-induzierte Zustand der Zelle hängt von der Menge der Ras-
Proteine ab, welche in der Zelle exprimiert werden. In primären humanen hämatopoeti-
schen Vorläuferzellen, die aktives Ras tragen, führen große Mengen des Proteins zur 
Reduktion der Zellteilungsrate und verstärkter Differenzierung zu Monozy-
ten/Makrophagen, während die Behandlung mit Farnesyltransferase-Inhibitoren und 
eine moderate Ras-Aktivität die Zellteilung verstärkt und die Teilung primitiver Zellen 
(self-renewing cells) fördert (Dorrell, 2004 #30).  
 
 
1.3 CALGB-Studie 8525 
Die CALGB-Studie 8525 stellte die Frage, ob eine hochdosierte Cytarabintherapie für 
Patienten mit akuter myeloischer Leukämie in der Postinduktionstherapie von Vorteil 
ist. Hierfür wurden AML-Patienten, die durch eine Standard Daunorubicin-
Cytarabininduktionstherapie in Vollremission gekommen waren (ein oder zwei Zyklen), 
in drei Arme randomisiert: 3.000 mg/m2 Cytarabin; 400 mg/m2 Cytarabin und 100 
mg/m2 Cytarabin. Es stellte sich heraus, dass für Patienten mit akuter myeloischer 
Leukämie, die durch eine Daunorubicin-Cytarabin-Doppeltherapie in Remission ge-
kommen waren, eine hochdosierte Cytarabintherapie nicht nur das Rezidivrisiko senkt, 
sondern auch das gesamte Überleben verlängert (Mayer, 1994 #397).  
Diese Studie war Ausgang für eine Publikation, bei der retrospektiv die Rolle von RAS-
Mutationen bei der akuten myeloischen Leukämie untersucht wurde. Hierfür wurden 
99, überwiegend aus dieser Studie stammende Proben auf Präsenz onkogener RAS-
Mutationen untersucht und mit dem Ansprechen auf Chemotherapie und anderen klini-
schen Parametern korreliert. Es zeigte sich eine Tendenz zu einem besseren Überle-
ben, welche aber nicht signifikant war. Um die Daten zu untermauern, wurde die Pro-
benanzahl erhöht und 185 Patienten der CALGB-Studie 8525 auf Präsenz onkogener 
RAS-Mutationen untersucht. Diese Daten wurden dann mit der Rezidivwahrscheinlich-
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keit korreliert. Das mittlere follow-up dieser Patienten betrug 12,9 Jahre, so dass die 
Frage nach der prognostischen Relevanz durch die lange Dauer der Nachbeobachtung 
sehr gut untersucht werden konnte.  
Diese retrospektive Analyse zeigte, dass Patienten mit RAS-Mutationen, welche in den 
Niedrig-Cytarabinarm (100 mg/m2, Low-Dose AraC, LDAC) randomisiert wurden, nach 
6 Jahren alle rezidiviert waren, während bei Patienten ohne RAS-Mutation die Dosis-
eskalation eine leicht geringere Rezidivwahrscheinlichkeit brachte. Der beste Arm war 
der Arm der Patienten mit onkogenen RAS-Mutationen, welcher randomisiert Hochdo-
sis-Cytarabin (400 mg/m2 und 3000 mg/m2, High Dose AraC, HDAC) erhalten hatte. 
Diese Patienten profitierten am deutlichsten von der Cytarabin-Dosiseskalation 
(Abb. 5.)  
 
 
Abb. 5: Hochdosis-Cytarabin Behandlung (HDAC) führt zu weniger Rezidiven 
in Patienten mit mutiertem RAS. Das Kaplan-Meier Diagramm stellt die Häufigkeit 
des Auftretens von Rezidiven in Abhängigkeit des RAS-Status und der Cytarabin Be-
handlung, über einen Zeitraum von 19 Jahren, dar. Von den 185 Patienten, die in diese 
Studie eingingen, weisen 34 Patienten (18%) RAS-Mutationen auf (Neubauer, 2008 
#66). 
 
Statistisch stellte sich auch eine Interaktion der onkogenen RAS-Mutation mit der Do-
siseskalation dar. Diese Interaktion war multivariat getestet wichtiger als der bisher 
wichtigste prognostische Parameter, die Zytogenetik (Abb. 6). Der Forest plot zeigt, 
dass in Bezug auf ein erneutes Auftreten der Erkrankung eine Abhängigkeit zwischen 
der Variablen mutiertes RAS und der Variablen Cytarabin-Dosierung besteht (Hazard 
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ratio: 0,28). Eine solche Interaktion ist bei wildtyp RAS Patienten nicht vorhanden (Ha-
zard ratio: 0,67). Während Patienten mit mutiertem RAS von Hochdosis-Cytarabin pro-
fitieren, ist dieser Effekt unabhängig vom zytogenetischen Hintergrund (Hazard ratio: 
0,42), der sich auf den Transkriptionsfaktor CBF bezieht.  
 
 
Abb. 6: Der Effekt von mutiertem RAS ist unabhängig von der Zytogenetik der 
AML. Der Graph zeigt das Ergebnis einer multivariaten Analyse, mit den Faktoren 
RAS-Status, Cytarabin-Dosierung und CBF-Status. Es wurde das Zusammenwirken 
dieser Variablen und ihre Abhängigkeitsstruktur zueinander bestimmt. Die Hazard ratio 
(HR) gibt das Verhältnis der Gruppen zueinander an. Bei einer HR von 1,0 besteht kein 
Unterschied zwischen den jeweiligen Gruppen. Je kleiner die HR, desto signifikanter 
der Unterschied zwischen den Gruppen. HDAC = High Dose AraC (Hochdosis Cytara-
bin); LDAC = Low Dose AraC (Niedrigdosis Cytarabin); CBF (core binding factor), ein 
Transkriptionsfaktor der in der AML, durch die Inversion des Chromosoms 16, häufig 
mutiert ist und in dieser Auswertung als Marker der Zytogenetik verwendet wurde. 
 
 
1.4 Zielsetzung der Arbeit 
Die CALGB 8525 Studie zeigt eine Interaktion zwischen Cytarabin-Dosis und RAS Sta-
tus. Patienten profitieren am meisten, wenn ihre Tumorzellen RAS Mutationen aufwei-
sen und sie mit Hochdosis-Cytarabin therapiert werden. In dieser Patientengruppe 
kommt es zu signifikant weniger Rückfällen der Erkrankung. Daraus ergeben sich zwei 
Fragen:  
1. Kann eine Interaktion zwischen Cytarabin und onkogenem RAS nachgewiesen 
werden und  
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2. wenn ja, durch welche molekularen Mechanismen vermittelt RAS diesen Ef-
fekt. 
Ziel dieser Arbeit ist es, innerhalb eines Zellsystems, welches als Modell für akute mye-
loische Leukämie herangezogen werden kann, Kontroll- und RASV12-infizierte Zellen zu 
generieren. Nachfolgend soll der Effekt von Cytarabin auf die beiden Zelllinien unter-
sucht werden. Da nach den Daten aus der CALGB-Studie zu erwarten ist, dass sich 
die Zelllinien hinsichtlich der Behandlung mit Cytarabin unterscheiden, werden die mo-
lekularbiologischen Mechanismen und die zellbiologischen Merkmale der Zellen cha-
rakterisiert. Dazu werden die Zellen mit unterschiedlichen Cytarabin-Dosierungen be-
handelt und die Auswirkungen auf Zellüberleben, Seneszenz und Apoptose untersucht. 
Parallel wird die Aktivierung von Tumorsuppessoren und der DNA-
Schadensignalkaskade, die durch die Behandlung induziert wird, mit biochemischen 
Methoden überprüft. Durch die Erforschung, wie onkogenes RAS eine effektivere Cyta-
rabin-Behandlung vermittelt, kann nach Substanzen gesucht werden, die diesen Effekt 





Sofern nicht anders angegeben wurden sämtliche Chemikalien mindestens in der Qua-
litätsstufe „zur Analyse“ von den Firmen Sigma-Aldrich (München), Merck (Damstadt), 
Acros Organics und Roth bezogen. Feinchemikalien mit höchstem Reinheitsgrad wur-
den entweder von Sigma (Deisenhofen) oder Gibco-Life Technologies verwendet. 
 
Agar, Bactopeptone BD Biosciences 
TEMED Invitrogen 
Agarose  Seakem LE 
Methanol Fisher Scientific 
Ethanol KTM optichem 
Tween Applichem 
HOECHST (4,6-Damidino-2-Phenylindol) Sigma (5 mg/ml) 
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane) Sigma 
MOWIOL-488 (Polyvinylacetat) Carl Roth 
K3Fe(CN)6 Sigma (50 mM in H2O) 
K4Fe(CN)6 Sigma (50 mM in H2O) 
MgCl2 Sigma (1 M in H2O) 
 
2.2  Puffer und Lösungen 
Sofern nicht anders angegeben wurden die Lösungen mit ddH2O angesetzt. 
 
2.2.1 Zellkulturlösungen 
PBS pH 7,4 137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
10,1 mM Na2HPO4 
1,76 mM KH2PO4 
Trypsin/EDTA 89% kaltes 1x TBS 
10% 10x Trypsin 
1% 0,5 M EDTA 
2x HBS 280 mM NaCl 
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1,5 mM Na2HPO4 
50mM Hepes-KOH 
Trypanblau (Sigma) 0,75% (w/v) in PBS 
Polybren (Sigma) Stammlösung 4 mg/ml  
DMSO (Merck) Fertiglösung  
Cytarabin (Merck) 411 mM Cytosinarabinosid (100 mg/ml, 
hergestellt von der Zentralen Zytostatika 
Zubereitung des Klinikums Marburg) 
May-Grünwald (Sigma) Fertiglösung  
Giemsa (Sigma) Fertiglösung  
INT (Fluka) Iodonitrotetrazoliumchrorid 
10 mg/mL in 100% Ethanol 
(bei -20 °C lagern) 
X-Gal (Carl Roth) 20 mg/ml in DMF 
(bei -20 °C lagern) 
 
2.2.2 Proteinbiochemische Lösungen 
2.2.2.1 Lyse-Puffer 
TNN 50 mM Tris-HCl 
120 mM NaCl  
5 mM EDTA  
0,5% NP-40  
10 mM Na2P2O7  
2 mM Na3VO4  
100 mM NaF  
einstellen des pH-Wertes auf pH 7,5 mit 
HCl. Proteaseinhibitor Cocktail 1:200; 1 M 
DTT 1:1000  
(frisch zugeben) 
NP-40 50 mM Tris-HCl 
150 mM NaCl 
1% NP-40 
einstellen des pH-Wertes auf pH 8 
Ripa 
 
10 mM NaPO4, pH 7.2 
150 mM NaCl 
1% NP-40 





2.2.2.2 Inhibitoren (Sigma) 
Proteinaseinhibitor Protease Cocktail; angesetzt 20 mg/ml 
gelöst in DMSO. 
Eingesetzt 1:1000 
Phosphataseinhibitoren Cocktail I (Serin/Threonin-Phosphatasen) 
Cocktail II (Tyrosin-Phosphatasen) 
 
2.2.2.3 Puffer für Western-Blot 
3x SDS Probenpuffer 187,5 mM Tris-HCl pH 6,8  
6% (w/v) SDS  
30% (w/v) Glycerin 
0,03% (w/v) Bromphenolblau  
2 M β-Mercaptorethanol 
Aqua sterile 
(bei -20 °C lagern) 
10x Tankblot-Puffer 1,92 M Glycin 
0,25 M Tris-Base 
ddH2O 
SDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris-HCl, pH 8,3 
250 mM Glycin 
0,1% (w/v) SDS 
20x TBS 1 M Tris-HCl, pH 7,4 
3 M NaCl 
TBST 1x TBS 
0,2% (v/v) Tween-20 
Blockmilch 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS-T 
Ammoniumpersulfat 10% (w/v) in H2O (Sigma) 
Stripping-Puffer 62,5 mM Tris-HCl pH 6,8  
2% SDS  
0,1 M ß-Mercaptoethanol  
 
2.2.2.4 Lösungen und Puffer für die Immunfluoreszenz 
Waschpuffer PBS/0,1 M Glyzin 
PBS/0,1% NP-40 
Blockierlösung PBS / 0,1% NP-40 / 5% FCS 
pFA 3,7% para-Formaldehyd 




Eindeckmedium 6 g Glyzerin 
2,4 g Mowiol 4-88 (Polyvinylalkohol) 
6 ml dH2O 
12 ml 0,2 M Tris-HCl, pH 8,5 
25 mg/ml DABCO 
 
2.2.2.5 Sonstige Lösungen 
TAE 40 mM Tris-Acetat 
1 mM EDTA, pH 8 
6x DNA-Ladepuffer 40% (w/v) Saccharose 
0,2% (w/v) Bromphenolblau 
0,2% (w/v) Xylenxyanol 
10 mM EDTA, pH 8 
M-MLV Puffer 250 mM Tris-HCl, pH 8,3 
275 mM KCl 
15 mM MgCl2 
angesetzt in DEPC-H2O  
DEPC-H2O  0,1% (v/v) Diethylpyrocarbonat  
in ddH2O über Nacht bei RT rühren; auto-
klavieren. 
DTT (Dithiothreitol)  0,1 M in DEPC-H2O  
Tris-HCl 1 M Tris-HCl in ddH2O, pH 8 
 
2.2.2.6 Stammlösungen 
Bradford Quick Start Bradford Dye Reagenz (Bio-
Rad) 
Acrylamidstammlösung  30% (w/v) Acrylamid 4K (AppliChem) 
Ethidiumbromid 10 mg/ml in H2O (AppliChem) 
dNTPs 100 mM Set (Carl Roth) 
eingesetzt: 10 mM in DEPC-H2O 
Glycogen „RNA-Grade“ 20 mg/ml (Fermentas) 





2.3 Zelllinien und Bakterienstämme 
2.3.1 Säuger-Zellen 




produzierende Zelllinie  
 
2.3.2 Bakterienstämme 
DH5α E.coli cup E44 lacU160 (80lacZM15) 





Vollmedien RPMI 1640 + GlutaMAX (Gibco) 
DMEM + GlutaMAX (Gibco) 
Methylzellulose Methocult M3234 (Stemcell Technologies 
Inc) 




Pen/Strep Penicillin (10.000 U/ml) 
Streptomycin (10 mg/ml)  
(von PAA) 
Puromycin 10 mg/ml (Invivogen) 
Blasticidin 10mg/ml (Invivogen) 
Neomycin (Pulver) 200 mg/ml in H2O (Invitrogen) 






4-OHT 4-Hydroxytamoxifen (Sigma) 
1 mM Stammlösung in abs. Ethanol 
(bei -20°C lagern) 
Zytokine (CellSystems) mSCF, 100 µg/ml Stammlösung in DEPC-
Wasser 
mGM-CSF, 10 µg/ml Stammlösung in 
DEPC-Wasser 
mIL-3, 10 µg/ml Stammlösung in DEPC-
Wasser 
mIL-6, 10 µg/ml Stammlösung in DEPC-
Wasser 
(bei -20°C lagern) 
 
2.4.2 Bakterienmedien 






1,5% (w/v) Bacto-Agar 
 
2.4.2.1 Antibiotika 





pMSCV Muriner Stammzellvirus-Vektor von Clon-
tech, mit PKG-Promotor und veränderter 
5’-LTR 








pMSCV-blasti-RasV12 Konstitutiv aktives H-Ras durch Punktmu-
tation G12V. In pMSCV-Blasticidin mit 
EcoRI kloniert 
pMSCV-puro-RasV12 Konstitutiv aktives H-Ras durch Punktmu-
tation G12V. In pMSCV-Puromycin mit 
EcoRI kloniert 
pMSCV-H2B-GFP pMSCV Vektor, dessen Puromycin Kas-
sette gegen H2B-GFP mittels der Enzyme 
ClaI/HindIII ausgetausch wurde 
 
2.6 Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide sind mausspezifisch. Sie wurden mit Hilfe von Pri-
mer3 designed und von der Firma Metabion (Martinsried, Deutschland) synthetisiert. 
Alle Primer wurden in gelöstem Zustand in einer Konzentration von 100 pmol/µl be-
stellt. 
2.6.1 qRT-PCR Primer 
Ly6G/C (Gr1) fwd: 5´-tacctgccccttctctgatg-3´ 
rev: 5´-gggaaggcagagattgctc-3 
CD11b (Mac1) fwd: 5´-cacgcagacaggaagtacca-3´ 
rev: 5´-ccagcaagggaccattagag-3´ 
S16 fwd: 5´-aggagcgatttgctggtgtg-3´ 
rev: 5´-gctaccagggcctttgagat-3´ 
Noxa fwd: 5´-gtcgcaaaagagcaggatg-3´ 
rev: 5´-agcacactcgtccttcaagtc-3 
Dec1 fwd: 5’-ggattttgcccacatgtacc-3’ 
rev: 5’-ggtgcggcagtttgtaagtt-3’ 
p15Ink4b fwd: 5’-tgcagatgatccacaggcta-3’ 
rev: 5’-gtgaatccccacacatgaca-3’ 









2.6.3 RT-PCR Primer zur Expressionsanalyse von MLL-ENL 





2.6.4 Primer für cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese erfolgte mit einem Primer-Mix aus randomisierten Hexameren von 




qRT-PCR Mix Immomix (Bioline) 
Maxi-/Minipräparation Jetstar 2.0 (Genomed) 
Gelaufreinigung QIAEX® II (Quiagen) 
Guanidinium Thiocyanat-Phenol-
Chloroform Extraktion 
peqGold Trifast (peqLab) 
Comet-Assay CometAssay (Trevigen) 
BrdU-FACS BrdU Flow Kits (BD Pharmingen) 
Caspase-FACS FITC-conjugated monoclonal active 
Caspase-3 Antibody Apoptosis Kit I (BD 
Pharmingen) 
Ras Aktivierungsassay Ras Activation Assay Kit (Millipore)  
 
 
2.8 Enzyme und Standards 
2.8.1 Enzyme 
RNase-Inhibitor Riboblock, 40 U/µl (Fermentas) 
M-MLV RT 200 U/µl (Invitrogen) 
Phosphatase Calf Intestine Alkaline Phosphatase, 1 
U/µl (Fermentas) 
T4-DNA Ligase 5 U/µl (Fermentas) 
SalI 1500 U (Fermentas) 
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EcoRI 5000 U (Fermentas) 
BglII 2500 U (Fermentas) 
BamH1 4000 U (Fermentas) 
XhoI 2000 U (Fermentas) 
HindIII 5000 U (Fermentas) 
HphI 1500 U (Fermentas) 
Bsu15I 3000 U (Fermentas) 
 
2.8.2 Molekulargewichtstandards 
1 kb DNA Marker 1 kb DNA Ladder 1 µg/µl (Invitrogen) 





2.9.1 Primäre Antikörper 
anti-p21Cip1 (M-19) Polyklonaler Kaninchenantikörper (Santa 
Cruz) 
1:1000 für Westernblot in 5% Milch 
anti-Ras Monoklonaler Mausantikörper (BD) 
1:2000 für Westernblot in 5% Milch 
anti-Chk1 (FL-476) Polyklonaler Kaninchenantikörper (Santa 
Cruz) 
1:1000 für Westernblot in 5% Milch 
anti-phospho-Chk1 (Ser345) Polyklonaler Kaninchenantikörper (Cell 
Signaling) 
1:10 (auf 1 Mio Zellen) für FACS 
1:1000 für Westernblot in 5% BSA 
anti-phospho-Chk1 (Ser345); 133D3 Monoklonaler Kaninchenantikörper (Cell 
Signaling) 
1:2000 für Westernblot in 5% BSA 
anti-p16Ink4a Polyklonaler Mausantikörper (Santa Cruz) 
1:1000 für Westernblot in 5% Milch 
anti-p-Erk (E-4) Monoklonaler Mausantikörper (Santa 
Cruz) 
1:2000 für Westernblot in 5% Milch 
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anti-pATM (Ser1981) Monoklonaler Mausantikörper (Chemicon) 
1:1000 für Immunfluoreszenz 
anti-pH2A.X (Ser139) Polyklonaler Kaninchenantikörper (Cell 
Signaling) 
1:1000 für Westernblot in 5% Milch 
1:200 für Immunfluoreszenz 
anti-p19Arf (R562) Polyklonaler Kaninchenantikörper (Abcam) 
1:1000 für Westernblot in 5% Milch 
anti-p53 (CM5) Polyklonaler Kaninchenantikörper (Novo-
castra) 
1:1000 für Westernblot in 5% Milch 
anti-Cdk2 (M2) Polyklonaler Kaninchenantikörper (Santa 
Cruz) 
1:20.000 für Westernblot in 5% Milch 
 
2.9.2 Sekundäre Antikörper 
anti-Maus Anti-Maus IgG, Schafantikörper an Meere-
tichperoxidase gekoppelt, NA 931 (GE-
Healthcare) 
1:5000 für Westernblot 
anti-Kaninchen Anti-Maus IgG, Eselantikörper an Meere-
tichperoxidase gekoppelt, NA 931 (GE-
Healthcare) 
1:5000 für Westernblot 
anti-Maus Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488-gekoppelter Mausantikör-
per (Invitrogen) 
1:5000 für Immunfluoreszenz 
anti-Kaninchen Alexa Fluor 488 Alexa-Fluor 488-gekoppelter Mausantikör-
per (Invitrogen) 
1:100 (20 µg) auf 1 Mio Zellen für FACS 
 
2.9.3 Antikörper für FACS 
anti-Ly6G/C (Gr1) - PE PE-gekoppelter monoklonaler Rattenanti-
körper (BD Pharmingen) 
1:100 (1 µg) pro 1 Mio Zellen 
anti-Ly6G/C (Gr1) - FITC FITC-gekoppelter monoklonaler Rattenan-
tikörper (BD Pharmingen) 




anti-CD11b (Mac1) – FITC FITC-gekoppelter monoklonaler Rattenan-
tikörper (BD Pharmingen) 
1:100 (1µg) pro 1 Mio Zellen 
anti-CD11b (Mac1) – PE PE-gekoppelter monoklonaler Rattenanti-
körper (BD Pharmingen) 
1:100 (1µg) pro 1 Mio Zellen 
Fc-Block (Fcγ III/II Rezeptor),  
CD16/CD32 
Monoklonaler Rattenantikörper (BD Phar-
mingen) 
1:2000 pro 1 Mio Zellen 
 
 
2.10 Einmal- und Plastikware 
6-well und 96-well Platten  Greiner Bio-One, Cellstar 
24-well Platten Nunc 
Pipettenspitzen StarLab 
15 ml und 50 ml Reaktionsgefäße Greiner Bio-One, Cellstar 
1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefäße  Eppendorf 
MicroAmp Optical Tubes  Applied Biosystem 
PVDF Transfer Membran für Proteine Millipore 
ECL Hyperfilm Amersham 
Gel-Bloting Papier Schleicher und Schuell 
Einmal-Skapell Feather 
Frischhaltefolie Saran 




Begasungsbrutschränke Heraeus BBD 6220 
Neubauerzählkammer improved, 
0,100 mm Tiefe, 0,0025 mm2 Fläche 
Assistent, Germany 




BDPathway 855 Bioimager Becton-Dickinson 
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer Thermo Scientific 
Primus 96 Plus Thermal Cycler MWG-Biotech 
Ori-Block 08-3 und 08-1 Techne 
Schüttler 3015 GFL 
Rührer REO 
MXp3000P qPCR System, 
mit MxPro qPCR-Software 
Stratagene  
Wasserbad GFL 
Mikroskop Axiovert 40C Zeiss 
Pipetboy AcuJet Pro Braun 
Pipetten Gilson 
Photometer Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech 
Biofuge pico Heraeus 
Biofuge fresco Heraeus 
Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf 
Megafuge 1,0 R Heraeus 
Entwicklermaschine Kodak X-OMAT 2000 Processor 
Vortex Genie 2 Scientific Industries 
Mikrowelle LG 
Power Supply BioRad 
Tankblot-Apparatur Harnischmacher 
Einsätze für Zytospin Heraeus 
Mikroskop Leica DMLB 
mit der Leica DFC420 Kamera 
und der Leica DFC Twain Software 




Binokular MZ 125  
mit Kamera Leica DC 300 
Leica Microsystems, Schweiz 
Polyacrylamidgelapparatur  
Biorad Mini-Protean  





3.1 Zellbiologische Methoden 
3.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen 
3.1.1.1 Kultivierung der PhoenixEco-Zellen 
Die Zellen wurden bei 37 °C, 5% CO2 und 100% relativer Luftfeuchtigkeit im Inkubator 
kultiviert. Das Vollmedium enthielt 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin. 
PhoenixEco Zellen sind adherente Zellen. Die Kultivierung erfolgte auf Polystyrol-
Kulturschalen in DMEM + GlutaMax Vollmedium. Bei einer 70%-igen Konfluenz wurde 
Trypsin auf die Zellen gegeben und nach der Inkubation für 1 min bei 37 °C die Zellen 
resuspendiert. Ein Teil dieser Zellsuspension wurde auf eine neue Platte mit frischem 
Medium gegeben. Zweimal im Jahr wurden die PhoenixEco Zellen mit 400 µg/ml 
Hygromycin und 1 µg/ml Diphteria Toxin für mindestens eine Woche (bis zu zehn Ta-
gen) behandelt, um auf die gag, pol und env Konstrukte zu selektionieren.  
 
3.1.1.1.1 Transfektion der PhoenixEco-Zellen 
Mit Hilfe von Kalziumphosphat-Präzipitaten können Fremdgene in Zellen eingeschleust 
werden. Wird eine Kalziumlösung mit einer Phosphatlösung vermischt, so fällt das Kal-
zium als mikroskopisch sichtbares Präzipitat aus. Durch die Zugabe von DNA zur Kal-
ziumlösung, fällt die DNA aufgrund ihrer Phosphatgruppen mit aus (Chen and Okaya-
ma, 1987; Wigler et al., 1979). Die Aufnahme der Präzipitate in die Zellen erfolgt durch 
Phagozytose (Loyter et al., 1982). Einen Tag vor der Transfektion wurden 6x106 Phoe-
nixEco-Zellen auf eine 10 cm Schale ausplattiert, so dass sie am Tag der Transfektion 
ca. 70 - 80% konfluent waren.  
Um die DNA-Kalziumphosphat Präzipitate herzustellen wurde 1 ml 2x HBS in einem 15 
ml Reaktionsgefäß vorgelegt. In einem Eppi wurden folgende Komponenten zusam-
men pipettiert: 
Plasmid-DNA 20 µg 
50 µM Chloroquin  5 µl  
2,5 M CaCl2 100 µl 




Die DNA-Kalziumchlorid-Mischung wurde tropfenweise unter vortexen zu der 2x HBS-
Lösung zugegeben. Anschließend wurde das Gemisch vorsichtig auf die Zellen pipet-
tiert. Nach ungefähr 16 h wurden die Präzipitate durch ein- bis zweimaliges Waschen 
mit 1x PBS entfernt und die Zellen anschließend in frischem Vollmedium weiter kulti-
viert. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde eine separate Kontrollschale mit 
einem GFP (Green Fluorescent Protein)-Konstrukt transfiziert. 
 
3.1.1.1.2 Virusherstellung mit Hilfe der PhoenixEco-Zellen 
PhoenixEco-Zellen sind sogenannte Packaging Zelllinien. Sie werden mit retroviralen 
Vektoren transfiziert, so dass die RNA des Vektors in infektiöse, Replikations-
inkompetente Partikel verpackt wird. Dem retroviralen Vektor fehlen die Gene, die zur 
Virusherstellung nötig sind. Diese Gene sind stabil in die PhoenixEco -Zellen integriert, 
so dass die Zellen zwei Tage nach der Transfektion Virus produzieren und in das Me-
dium abgeben. Durch die Infektion von Zellen mit rekombinanten Retroviren werden 
die Fremdgene stabil in das Genom der Zellen integriert. Die in dieser Arbeit verwen-
deten hämatopoetischen Zellen der Maus exprimieren den ekotrophen Rezeptor, wel-
cher die Infektion mit (murinen) ekotrophen Viren ermöglicht. Etwa 16 h nach der 
Transfektion der PhoenixEco-Zellen (s.o.) wurden diese mit 5 ml Medium, um den Virus 
im Überstand anzukonzentrieren, für weitere 16 h kultiviert. Danach wurde der Virus-
überstand abgenommen und entweder direkt für eine Infektion eingesetzt, oder nach 
dem Schockgefrieren in flüssigem Stickstoff bei -80 °C gelagert. Für die Infektion wur-
de der gefrorene Virusüberstand direkt vor der Infektion bei 37 °C im Wasserbad bzw. 
Heizblock aufgetaut. 
 
3.1.1.2 Das MLL-ENL Zellsystem 
Das Zellsystem wurde von Robert Slany (Erlangen, Deutschland) etabliert. Es handelt 
sich um Maus hämatopoetische Stammzellen. Diese wurden aus dem Femur von 
C57Bl/6 Mäusen isoliert, mit einem 4-OHT-induzierbaren MLL-ENL Fusionsprotein 
infiziert und einem Transformations-Assay unterzogen. MLL-ENL ist an einen modifi-
zierten Östrogenrezeptor (ER) gekoppelt, so dass das MLL-ENL-ER Fusionsprotein 
nur aktiv ist, wenn 4-OHT an den Östrogenrezeptor gebunden vorliegt (Zeisig, 2004 
#65; Zeisig, 2004 #65). Die generierten Zellen zeigen unbegrenztes Wachstum, sind 
jedoch abhängig von verschiedenen Zytokinen (s.u.) und differenzieren unter 4-OHT-
Entzug nach ca. 14 Tagen entlang der myeloischen Differenzierungslinie aus. 
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3.1.1.2.1 Kultivierung der MLL-ENL-ER Zellen 
Die Zellen wurden bei 37 °C, 5% CO2 und 100% relativer Luftfeuchtigkeit im Inkubator 
kultiviert. Das Vollmedium enthielt 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin. Die Kulti-
vierung der Suspensionszellen erfolgte in RPMI + GlutaMax Vollmedium. Diesem 
mussten 4-OHT und Zytokine, in der unten aufgelisteten Konzentration, frisch zuge-
setzt werden. Die Zytokine wurden aus ihrer Stammlösung (x10.000) zuvor 1:100 in 
RPMI-Medium verdünnt und jeweils ein Aliquot bei 4 °C gelagert.  
 Endkonzentration im Medium 
4-OHT 100 nM 
mSCF 50 ng/ml 
mGM-CSF 5 ng/ml 
mIL-3 5 ng/ml 
mIL-6 5 ng/ml 
 
3.1.1.2.2 Infektion der MLL-ENL-ER Zellen 
Durch die Infektion von Zellen mit rekombinanten Retroviren erreicht man eine stabile 
Integration der DNA in das Genom der Zellen. Die Infektion der MLL-ENL-ER Zellen 
erfolgte mithilfe der retroviralen Vektoren MSCV (Maus Stammzell Virus). Im Vergleich 
zu dem häufig verwendeten Moloney Maus Leukämie Virus (MoMuLV) enthält MSCV 
eine veränderte 5’-LTR-Sequenz. Diese LTR-Sequenz stammt vom Maus Stammzell 
Virus PCMV ab. Die 5’-LTR-Sequenz enthält mehrere Mutationen und Deletionen, die 
die transkriptionelle Aktivität des Vektors in HSC verstärkt und verhindert, dass dieser 
in den Zellen stillgelegt wird.  
Zur Infektion der MLL-ENL-ER Zellen mit dem leeren pMSCV- bzw. dem pMSCV-
RasV12-Vektor wurden 200.000 Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt, mit 2 ml 
Virus und 4 µg/ml Polybren versetzt, kurz gevortext und 2,5 h bei 2500g und 32 °C 
zentrifugiert (Spinokulation). Anschließend wurde der Überstand abgenommen, die 
Zellen in 200 µl Medium (mit 4-OHT und Zytokinen) aufgenommen und in ein 96-V-
bottom well überführt. Nach 24-stündiger Inkubation bei 37 °C erfolgte eine zweite Spi-
nokulation, woraufhin der Überstand erneut abgenommen wurde und die Zellen in 1 ml 
Medium mit 4-OHT und Zytokinen aufgenommen und in eine 24-well Platte überführt 
wurden. Weitere 24 h später erfolgte die Selektion mit dem entsprechenden Antibioti-





Blastizidin (RasV12) 7 µg/ml 
Puromyzin (RasV12) 500 ng/ml 
Hygromycin (RasV12) 100 µg/ml 
 
3.1.1.2.3 Einfrieren und Auftauen der Zellen 
Zum Einfrieren der Suspensionszellen wurde eine gesamte 6-well Platte (18 ml) geern-
tet, die Zellen bei 1200 rpm abzentrifugiert und in 1 ml FBS mit 10% DMSO aufge-
nommen. Anschließend wurden die Zellen in Kryoröhrchen überführt und bei -80 °C in 
Styroporboxen für einige Tage aufbewahrt bevor sie in flüssigem Stickstoff gelagert 
wurden. 
Das Auftauen der Zellen erfolgte im 37 °C Wasserbad, woraufhin die Zellen in 10 ml 
PBS überführt und anschließend zentrifugiert wurden, um verbleibendes DMSO zu 
entfernen (DMSO löst Differenzierung aus). Die Zellen eines Kryoröhrchens wurden 
dann in 4 ml Vollmedium mit 20% FBS, Zytokinen und 4-OHT aufgenommen.  
 
3.1.1.2.4 Behandlung der Zellen mit Cytarabin  
Cytarabin ist ein Nukleosid Analog und wird in der Zelle zu Cytosin-Arabinosid-
Triphosphat verstoffwechselt. Es wird anstelle von Cytosintriphosphat während der 
Replikation in die DNA eingebaut und. Der genaue Wirkmechanismus, warum es zum 
Abbruch der Replikationsgabel kommt, ist bisher nicht geklärt, hängt aber wahrschein-
lich mit der Hemmung der Primase zusammen. Diese bildet die RNA-Primer am Folge-
strang der einzelsträngigen DNA, an die die DNA Polymerase bindet und somit die 
Okazaki Fragmente produzieren kann (pers. Mitteilung: Frank Grosse, Universität Je-
na). 
Um die Aktivierung der DNA-Schadenssignalkaskade in den Zelllinien zu untersuchen 
wurden die Zellen für 1, 3 und 6 h mit bis zu 100 µM Cytarabin behandelt.  
Für Inkubationen mit Cytarabin über einen Zeitraum von 8 h bis zu 24 h, z.B. für die 
Induktion der Differenzierung, wurden die Zellen mit 10, 100 bzw. 350 nM Cytarabin 
behandelt. Nach der Behandlung wurden die Zellen 2x mit PBS-Puffer gewaschen und 
in Medium ohne Cytarabin kultiviert. 
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3.1.1.2.5 Lebend-Färbung der Suspensionszellen 
Um zu testen, wie die Zellen auf Cytarabin ansprechen, wurden sie nach der Behand-
lung gezählt. Dafür wurden 100.000 Zellen in eine 24-well Platte ausgesät und für 24 h 
mit Cytarabin behandelt. Anschließend wurden die Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefäß 
überführt, bei 1200 rpm für 5 min zentrifugiert, der Überstand entfernt und die Zellen in 
100 µl Medium bzw. PBS aufgenommen. Von diesen ankonzentrierten Zellen wurden 
10 µl entnommen und mit 10 µl Trypanblau vermischt, um die lebenden Zellen von den 
toten zu unterscheiden. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellprote-
ine bindet. Das Trypanblau dringt durch defekte Zellmembranen toter Zellen in das 
Cytosol und färbt diese Zellen tiefblau. Lebende Zellen erscheinen unter dem Mikro-
skop leuchtend hell. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit der Neubauer Zählkam-
mer nach der Formel:  
gezählte Zellen in einem Quadranten x 10 4 = Zellzahl/ml 
Da die Suspensionzellen zuvor 1:1 mit Trypanblau verdünnt wurden, musste die Zell-
zahl eines Quadranten verdoppelt werden, um auf die Konzentration pro ml zu kom-
men. 
 
3.1.1.2.6 Methylzellulose Assay zur Bestimmung von CFUs 
Methylzellulose ist eine chemische Verbindung die von Cellulose abgeleitet ist. Es ist 
ein hydrophiles weißes Pulver und löst sich in kaltem (aber nicht in heißem) Wasser 
auf und bildet dabei eine zähflüssige Lösung oder ein Gel. Mit Hilfe des Methylzellulose 
Assay ist es möglich hämatopoetische Progenitorzellen in vitro zu quantifizieren. In 
diesem semisoliden Medium haben nur Progenitorzellen und Stammzellen die Fähig-
keit zu proliferieren und Kolonien zu bilden. Es ist möglich die Progenitoren von E-
rythrozyten, Granulozyten und Makrophagen in diesem Assay zu unterscheiden. Die 
Kolonien von Erythrozyten erscheinen rötlich, während sich die Kolonien von Granulo-
zyten und Makrophagen lediglich in ihrer Größe unterscheiden. Progenitoren von Gra-
nulozyten bilden eine homogene Population aus Eosinophilen, Basophilen und 
Neutrophilen. Die Kolonien sind farblos und wachsen sowohl kompakt als auch diffus. 
Progenitoren der Makrophagen bilden ebenfalls farblose Kolonien, jedoch sind die ein-
zelnen Zellen größer als Granulozyten. 
Für den Methylzellulose-Assay wurden 100.000 Zellen in eine 24-well Platte ausgesät 
und für 24 h kultiviert bzw. mit 10 nM oder 100 nM Cytarabin behandelt. Anschließend 
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wurden die Zellen zweimal mit 5 ml PBS-Puffer gewaschen und in 100 µl Medium auf-
genommen. Die Zellen wurden mit Hilfe der Neubauer Zählkammer gezählt und 3.000 
Zellen in 500 µl Methylzellulose, der zuvor 4-OHT und Zytokine zugegeben wurden, 
ausgesät. Nach dem Vortexen und kurzem Anzentrifugieren des Methylzellulose/Zell-
Gemisches, wurde das Gemisch in eine 24-well Platte, möglichst luftblasenfrei, über-
führt. Die leeren Vertiefungen wurden mit PBS-Puffer aufgefüllt, um das Austrocknen 
der Methylzellulose zu verhindern. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 4 Tage bei 
37 °C. Die in dieser Zeit gewachsenen Kolonien wurden mit INT gefärbt. Dazu wurde 
INT (10 mg/ml) 1:10 in PBS-Puffer verdünnt und 50 µl pro Vertiefung hinzu pipettiert. 
Die Färbung der Kolonien erfolgte über Nacht bei 37 °C.  
Zum Auszählen der Zellen in der Methylzellulose wurde das Methylzellulose/Zell-
Gemisch mit 1 ml PBS bzw. Medium verdünnt und in ein Reaktionsgefäß überführt. 
Das Reaktionsgefäß wurde mit 10 ml PBS aufgefüllt und gevortext. Anschließend wur-
den die Zellen bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert, in 100 µl bis 500 µl PBS aufgenommen 
und 10 µl dieser Zellsuspension entnommen, mit Trypanblau versetzt und lebende Zel-
len mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt. 
 
3.1.1.2.7 Zytospin zum Transferieren der Zellen auf Objektträger 
Mit Hilfe des Zytospins ist es möglich Suspensionszellen auf einen Objektträger zu 
transferieren. Dazu wurde die Zellsuspension auf ein Endvolumen von 250 µl gebracht 
und die Zellen bei 1200 rpm für 5 min auf die Objektträger zentrifugiert.  
 
3.1.1.2.8 Färbung nach Pappenheim 
Die Färbung nach Pappenheim ist eine panoptische Färbung bei der die luftgetrockne-
ten Zellen in einem ersten Schritt mit May-Grünwald Lösung und in einem zweiten 
Schritt mit Giemsa Lösung gefärbt werden. Diese Lösungen enthalten u.a. Stabilisato-
ren wie Glycerin, Fixiermittel (Methanol) sowie saure und basische Farbstoffe. Die ba-
sischen Farbstoffe (Methylenblau und Brillantkresylblau) bilden in wässriger Lösung 
aktive Farbstoffanteile mit positiver Ladung und färben Zellbestandteile, die negative 
Ladung tragen, bläulich an. Die sauren Farbstoffe (Eosin und Säurefuchsin) zerfallen in 
wässriger Lösung in aktive Farbstoffanteile mit negativer Ladung und färben Eiweiß-
strukturen positiver Ladung. Neutrophile Substanzen lassen sich sowohl mit basischen 
als auch mit sauren Farbstoffen anfärben. Bei der Pappenheimfärbung handelt es sich 
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um eine panoptische/panchromatische Färbung, da basophile, neutrophile und eosi-
nophile Strukturen dargestellt werden. (Quelle: 
http://de.wikipedia.org/wiki/Pappenheim-Färbung). 
Eine Million Zellen wurden in 3 ml Medium (6-well Platte) ausgesät und entweder un-
behandelt oder für 24 h mit 350 nM Cytarabin kultiviert. Im Anschluss daran wurden die 
Zellen 2x mit PBS gewaschen und für weitere 48 h in Medium ohne Cytarabin kultiviert. 
Für die Färbung wurden von diesen Ansätzen 50.000 Zellen in 250 µl PBS mit Hilfe 
des Zytospins auf einen Objektträger transferiert. Nach der Zentrifugation wurden die 
Objektträger 3 min luftgetrocknet, anschließend 5 min in May-Grünwald Lösung gelegt 
worauf sie für 1,5 min in PBS gewaschen wurden. Für den letzten Färbeschritt wurden 
die Objektträger 20 min in Giemsa (1:20 Verdünnung in PBS) gefärbt. Zuletzt wurden 
die Objektträger mit deionisiertem Wasser abgespült und erneut luftgetrocknet. Das 
Mikroskopieren der Zellen erfolgte ohne Eindeckeln in Öl. Zum konservieren der ge-
färbten Zellen über mehrere Jahre, ist es notwendig die Zellen mit Xylan einzudeckeln. 
 
3.1.1.2.9 β-Galaktosidase Färbung  
Das Enzym β-Galaktosidase ist eine Glykosidase, die Bindungen von β-
Galactopyranosiden hydrolysiert und zu Monosacchariden abbaut. Zellen, die dieses 
Enzym exprimieren sind damit in der Lage das Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-β-D-galactopyranosid) zu Galactose und einen blauen, wasserunlöslichen Indi-
go-Farbstoff zu hydrolysieren, was zu einer Blaufärbung der Zellen führt. 
1x106 Zellen wurden in 3 ml Medium (6-well Platte) ausgesät und unbehandelt bzw. für 
24 h mit 350 nM Cytarabin kultiviert. Anschließend wurden die Zellen 2x mit PBS ge-
waschen und für weitere 48 h in Medium ohne Cytarabin kultiviert. Daraufhin wurden 
die Zellen in ein Reaktionsgefäß überführt, zentrifugiert und in 1 ml Glutardialdehyd 
[0,5 M] in PBS pH 7,2 für 10 min bei RT fixiert. Danach wurden die Zellen mit 5 ml 
MgCl2 [1 mM] in PBS pH 7,2 gewaschen und in 200 µl Färbelösung aufgenommen. Die 
Färbelösung bestand aus PBS-Puffer pH 6,0, dem folgenden Komponenten hinzu ge-
geben wurden: 
Substrat Endkonzentration 
x-Gal 1 mg/ml 
K3Fe6 0,12 M 
K4Fe6 0,12 M 
MgCl2 1 mM 
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Die Inkubation der Zellen in dieser Lösung erfolgte in einer 96-well Platte bei 37 °C für 
12 h bis 14 h. Die Platte wurde mit Parafilm abgedichtet. Im Anschluss daran wurden 
100 µl der Zellsuspension (500.000 Zellen) mit 150 µl PBS versetzt und mittels Zy-




Diese Methode ermöglicht einen direkten Nachweis von Proteinen in einer Zelle, ohne 
dass diese zuvor lysiert werden muss. Dadurch ist es z.B. möglich, Aussagen über die 
Lokalisation eines Proteins zu treffen. In dieser Arbeit wurde die indirekte Immunfluo-
reszenz-Färbung angewandt. Dabei wurden im ersten Schritt die Zellen mit einem spe-
zifischen Antikörper (Primärantikörper) inkubiert. In einem zweiten Schritt wurde ein 
Antikörper aufgetragen, der sich gegen den ersten Antikörper richtet (Sekundärantikör-
per). Dieser war mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (z.B. Alexa Fluor 488). 
Für die Immunfluoreszenz wurden je 500.000 Zellen in 24-well Platten ausgesät und 
unbehandelt oder mit 100 µM Cytarabin für 1 h kultiviert. Daraufhin wurden die Zellen 
gezählt und 100.000 Zellen mittels Zytospin für 7 min bei 1200 rpm auf einen Objekt-
träger transferiert. Anschließend wurden die Zellen mit 3,7%igem pFA fixiert. Darauf-
folgend wurden die Zellen zweimal mit Glyzin-Puffer und zweimal mit NP-40-Puffer 
gewaschen. Um unspezifische Bindungen des Antikörpers zu verhindern wurden die 
Zellen für 45 min in einer Blockierlösung (PBS/0,1% NP-40/5% FCS) gehalten. In die-
ser Lösung wurde auch der Primärantikörper entsprechend verdünnt und die Zellen für 
45 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit dieser Lösung dreimal 
gewaschen und der entsprechende Sekundärantikörper (Alexa 488 oder 467) zusam-
men mit HOECHST-Farbstoff, welcher die DNA färbt, hinzupipettiert. Die Inkubation 
erfolgte für 45 min bei RT. Ab diesem Schritt mussten die Zellen vor Licht geschützt 
werden, um das ausbleichen der Farbstoffe zu verhindern. Nach der Inkubation wurden 
die Zellen dreimal mit NP-40-Waschpuffer gewaschen und anschließend nacheinander 
mit PBS, Wasser und Isopropanol gespült. Die Eindeckelung erfolgte in Mowiol, wel-
ches mit DABCO versetzt war, um die Fluoreszenzfarbstoffe zu stabilisieren. Die Mes-





3.2 Durchflusszytometrie  
Die Fluoreszenz-aktivierte Durchflusszytometrie beruht auf der Erfassung von Reflexi-
ons- und Streulichtphänomenen. Diese entstehen, wenn das Licht einer definierten 
Wellenlänge auf Fluoreszenzfarbstoffe trifft und sie zur Emission elektromagnetischer 
Wellen anregt. Das resultierende Fluoreszenzspektrum kann von einem FACS-Gerät 
detektiert werden. Die Fluoreszenzfarbstoffe sind an Antikörper gekoppelt, die z.B. 
gegen Oberflächenmoleküle oder intrazelluläre Proteine gerichtet sind. Die verwende-
ten Fluoreszenzfarbstoffe sind Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin 
(PE). Durch Messung der Emissionsintensität bei einer definierten Wellenlänge können 
quantitative Aussagen über die Antigene getroffen werden. 
 
3.2.1 FACS (Fluorescence-activated cell sorting) Analyse von O-
berflächenmarkern 
CD (Cluster of Differentiation) - Moleküle werden auf der Oberfläche von Leukozyten 
exprimiert. Es handelt sich dabei z.B. um Glykoproteine oder Rezeptoren, die verwen-
det werden, um Knochenmarkszellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie zu charakteri-
sieren oder zu sortieren. In einem 1,5 ml Reaktionsgefäß wurden 1x106 Zellen in 100 µl 
PBS mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Antikörper und 0,5 µl eines Fc-Blockers (α-
Maus CD16/CD32; 0,5 mg/ml) versetzt. Der Fc-Blocker dient dem Sättigen der Fc-
Rezeptoren auf der Oberfläche von Leukozyten. Anschließend erfolgte eine Inkubation 
für 30 min bei 4 °C. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (2 min, 500 x g, 4 
°C) pelletiert, der Überstand abgenommen und das Zellpellet mit 1 ml PBS-Puffer ge-
waschen. Nach einer erneuten Zentrifugation (2 min, 500 x g, 4 °C) wurde das Zellpel-
let in 500 µL PBS-Puffer aufgenommen und die Probe in ein FACS-Röhrchen (BD Bi-
osciences) überführt. 50.000 Zellen pro Probe wurden im FACS-Gerät gemessen. 
Dabei wurden der FITC-markierte Antikörper im FL1-H-Kanal und der PE-markierte 
Antikörper im FL2-H-Kanal detektiert. Des Weiteren konnten die Zellen im For-
ward/Sideward-Scatter, welcher Aussagen über die Größe und Granularität der Zellen 
liefert, analysiert werden. 
Die Messung und Auswertung erfolgte mit der Software CellQuest Pro (BD Bioscien-
ces) nach Anweisungen des Herstellers. 
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Die Antikörper wurden wie folgt eingesetzt: 
PE-markierte AK Konzentration 
[mg/ml] 
Einsatz [µg] pro 
1x106 Zellen 
Einsatz [µl] pro 
1x106 Zellen 
c-kit (CD117) 0,2 0,2 1 
Mac1 (CD11b) 0,2 1 5 
Sca1 0,1 1 10 
Gr1 (Ly6G) 0,2 1 5 
 
FITC-markierte AK Konzentration 
[mg/ml] 
Einsatz [µg] pro 
1x106 Zellen 
Einsatz [µl] pro 
1x106 Zellen 
Gr1 (Ly6G) 0,1 1 10 
Mac1 (CD11b) 0,5 1 2 
CD45 0,1 1 10 
c-kit (CD117) 0,5 2,5 5 
 
Alexa488-markierte AK Konzentration 
[mg/ml] 
Einsatz [µg] pro 
1x106 Zellen 
Einsatz [µl] pro 
1x106 Zellen 
F4/80 0,05 0,5 10 
 
3.2.1.1 Magnetische Separation von Zellen 
Für die Separation der c-kit- bzw. Mac1-positiven Populationen innerhalb der Gesamt-
zellsuspension wurde die magnetische Zellsortierung (Magnetic-activated cell sorting, 
MACS), nach den Angaben des Herstellers, angewendet. Dazu wurden die Zellen mit 
FITC-gekoppeltem Antikörper markiert und an Anti-FITC Microbeads (Miltenyi Biotec) 
gebunden. Die Auftrennung der Zellen erfolgte über eine MS-Säule (Miltenyi Biotec) 
mit Hilfe eines mini-MACS Magneten (Miltenyi Biotec). 
 
3.2.2 Intrazelluläre phospho-Chk1 FACS Analyse 
Für die Detektion von phosphoryliertem Chk1 wurde ein Antikörper der Firma Cell 
Signaling verwendet und die Methode nach Herstellerangaben durchgeführt. 1x106 
Zellen wurden in 600 µl PBS aufgenommen und 10% Formaldehyd bis zu einer End-
konzentration von 4% dazu pipettiert. Die Zellen wurden für 10 min bei 37 °C fixiert und 
anschließend auf Eis gestellt. Die Permeabilisierung erfolgte durch Zugabe von eiskal-
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tem Methanol bis zu einer Endkonzentration von 90% und einer anschießenden Inku-
bation von 30 min auf Eis. Die Färbung erfolgte, nach dem Waschen der Zellen mit 
0,5% BSA in PBS-Puffer, durch Zugabe des Antikörpers und Inkubation für 30-60 min 
bei RT. Nachfolgend wurden die Zellen gewaschen und mit Alexa488-markierten se-
kundären Antikörpern versetzt. Nach 30-minütiger Inkubation wurden die Zellen gewa-
schen, in 500 µl PBS-Puffer aufgenommen und mit Hilfe der Durchflusszytometrie ge-
messen. 
Die verwendeten Antikörper wurden wie folgt eingesetzt: 
 Konzentration 
[mg/ml] 
Einsatz [µg] pro 
1x106 Zellen 
Einsatz [µl] pro 
1x106 Zellen 
phospho-Chk1 keine Angaben keine Angaben 10 
Alexa488-markierter 
anti-Kaninchen AK 2 20 1 
 
3.2.2.1 Zweidimensionale phospho-Chk1/Mac1 FACS Analyse 
Im Gegensatz zur Detektion von Oberflächenproteinen mittels FACS müssen bei der 
Detektion von intrazellulären Proteinen die Zellen fixiert und die Membranen permeabi-
lisiert werden. Dies zerstört jedoch die Struktur der Membran. Daher wird bei Doppel-
markierung eines Oberflächenproteins mit einem intrazellulären Protein zuerst die Mar-
kierung des Oberflächenproteins durchgeführt. Nach der Markierung von Mac1, 
erfolgte die phospho-Chk1 Färbung wie bereits unter Abschnitt 3.2.2 beschrieben, al-
lerdings wurden die Zellen mit 50% Methanol, anstatt 90%, permeabilisiert.  
 
3.2.3 Zweidimensionale Propidiumjodid-BrdU FACS Analyse 
BrdU wird während der Replikation in die DNA eingebaut und kann somit zur genauen 
Quantifizierung der Zellen in dieser Phase verwendet werden. Dazu wurden die Zellen 
1 h vor der Fixierung mit 10 µM BrdU versetzt. Die durchflusszytometrische Analyse 
der Zellen in der Replikationsphase erfolgte mit Hilfe des BrdU Flow Kits (BD Bioscien-
ces), das nach den Anweisungen des Herstellers angewendet wurde. Anstelle des Flu-





3.2.4 Intrazelluläre aktive-Caspase 3 FACS Analyse 
Für die durchflusszytometrische Analyse der aktivierten Caspase 3 in den Zellen wurde 
das FITC-conjugated Monoclonal Active Caspase 3 Antibody Apoptosis Kit (BD Bios-
ciences) nach Anweisung des Herstellers verwendet. Für die Doppelfärbung mit Mac1 
erfolgte zuerst die Markierung des Oberflächenproteins. 
 
 
3.3 Molekularbiologische Methoden 
3.3.1 Transformation von kompetenten Bakterien mit Plasmid-
DNA  
Die zu transformierende Plasmid-DNA (1-2 µg) wurde mit 100 µl kompetenten Escheri-
chia coli-Bakterien (E. coli) des Stammes DH5α gemischt . Nach einer Inkubation auf 
Eis für 20 min wurde die DNA mittels Hitzeschock (90 s, 42 °C) in die Zellen einge-
bracht und der Ansatz für 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurde dem Ansatz 1 ml LB-
Medium hinzugegeben und für 45-90 min bei 37 °C geschüttelt. Sofern die Transforma-
tion der reinen Vervielfältigung des Plasmides diente, wurde der gesamte Ansatz in 
einen 2-Liter-Kolben mit 200 ml LBA-Medium für eine anschließende Plasmidpräpara-
tion überführt. Bei der Transformation eines Ligationsansatzes wurden die Reaktions-
gefäße kurz zentrifugiert und ca. 90% des Überstandes abgenommen. Das Pellet wur-
de in dem verbliebenen LB-Medium resuspendiert. Die somit ankonzentrierten E. coli-
Bakterien wurden auf einer LBA-Agarplatte mit Drigalskispatel ausplattiert. Anschlie-
ßend erfolgte die Vermehrung der E. coli-Bakterien durch Inkubation über Nacht (12-16 
h) bei 37 °C. Bakterienkolonien, die am nächsten Tag auf der LBA-Agarplatte wuchsen, 
wurden in ein Reagenzglas mit 3 ml LBA-Medium überführt und für eine weitere Nacht 
bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. 
 
3.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA 
Nach Vermehrung der transformierten Bakterien in einer 200 ml Flüssigkultur wurde 
eine Plasmid-Präparation (Maxi-Präparation) gemäß den Angaben des Herstellers 
(JETSTAR 2.0 Plasmid Purification Maxi Kit, Genomed, Löhne) durchgeführt. Das am 
Ende erhaltene DNA Pellet wurde in sterilem Wasser gelöst, auf eine Konzentration 
von 1 µg/µl eingestellt und bei -20 °C gelagert. Für die Isolierung der Plasmid-DNA aus 
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einer 3-ml-Flüssigkultur (Mini-Präparation) wurden 1,5 ml dieser Kultur in ein Reakti-
onsgefäß überführt und für 5 min bei 2.500 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Pellet in 110 µl STET-Puffer resuspendiert. Die Probe wurde 
anschließend für 5 min bei RT und für 1 min bei 95 °C inkubiert. Danach wurde sie für 
10 min bei 18.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen. Zu dem Ü-
berstand wurden 110 µl Isopropanol gegeben und der Ansatz gut gemischt. Nach der 
Zentrifugation der Probe für 5 min bei 18.000 x g und 4 °C wurde das erhaltene Pellet 
mit 1 ml 70% (v/v) Ethanol versetzt und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde getrock-
net und die Plasmid-DNA in 30 µl sterilem Wasser gelöst. 
 
3.3.3 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA 
Für eine analytische Restriktion wurden 3 µl einer Mini-Präparation bzw. 0,5-1 µg einer 
Maxi-Präparation eingesetzt. Zur spezifischen Spaltung von DNA wurden Restriktion-
sendonukleasen der Klasse II verwendet. Die Restriktionsenzyme wurden in dem vom 
Hersteller angegebenen Reaktionspuffer verwendet. Manche Enzyme benötigen für 
ihre volle Aktivität den Zusatz von BSA (Bovines Serum Albumin). Die Inkubation der 
Reaktion erfolgte bei der für das Enzym optimalen Temperatur (meist 37 °C) für 1-3 h 
oder über Nacht bei RT. 
Ein präparativer Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
Plasmid-DNA 3 µg 
10x Restriktionspuffer 5 µl 
Restriktionsenzym 1,5 µl 
ddH2O  ad 50 µl 
 
Zur Analyse und Trennung von DNA-Fragmenten wurde eine Agarosegelelektrophore-
se mit Ethidiumbromid durchgeführt (Sharp et al., 1973). Bei der Gelelektrophorese 
werden die negativ geladenen DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld aufgrund 
ihrer Mobilität, die proportional zum Ladungs-Massen-Verhältnis der DNA-Fragmente 
ist, separiert. Je nach erwarteter Größe der DNA-Fragmente wurde eine Lösung aus 1-
2% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer aufgekocht. Nach dem Abkühlen der Lösung auf 
ca. 50 °C wurde sie mit 20 µl/l einer Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml) versetzt. Die 
Auftrennung erfolgte bei Anlegen einer Spannung von 120 V für 30-60 min. Dass in die 
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DNA interkalierende Ethidiumbromid fluoresziert bei Anregung mit UV-Licht der Wel-
lenlänge von 254 nm (Kemp et al., 1989). 
 
3.3.3.1 Dephosphorylierung der geschnittenen Plasmid-DNA 
Wurde die Plasmid-DNA nur mit einem Enzym geschnitten war es ggf. notwendig die 
geschnittenen DNA-Enden zu dephosphorylieren, um eine Religation des Vektors zu 
verhindern. Dazu wurde zu der geschnittenen Plasmid-DNA 1 µl alkaline Phospatase 
(Fermentas) und 5 µl Phosphatasepuffer zugegeben und der Ansatz für 10 min bei 37 
°C inkubiert. Anschließend wurden 50 µl ddH2O dazu pipettiert, woraufhin eine Hitzein-
aktivierung für 10 min bei 65 °C erfolgte. Die Plasmid-DNA wurde mit Ethanol gefällt. 
Dazu musste dem Ansatz 10 µl 3 M Natriumacetat und 250 µl absoluter eiskalter Etha-
nol hinzugefügt werden. Der Ansatz wurde vermischt und für 20 sek zentrifugiert. Das 
Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Die Plasmid-
DNA wurde anschließend in 10-20 µl ddH2O aufgenommen und mit Hilfe der Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt. 
 
3.3.4 Extraktion von Nukleinsäuren aus Agarosegelen 
Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde QIAEX® II (Qui-
agen) verwendet. Das gewünschte DNA-Fragment wurde mit einem Skalpell aus dem 
Agarosegel ausgeschnitten und gewogen. Die Extraktion der DNA aus dem Gelstück 
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 
 
3.3.5 Ligation von DNA-Fragmenten 
Zur Verknüpfung von überhängenden komplementären oder glatten doppelsträngigen 
DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase (NEB) verwendet. Für die Ligation sollte 
das molare Verhältnis von Vektor und insert etwa 1:5 betragen. Das MW doppelsträn-
giger DNA beträgt 660 Da. Die Anzahl der pmol eines DNA-Fragmentes wird mit fol-




µg DNA x 106




Ein Standard-Ligationsansatz mit einem Endvolumen von 25 µl setzte sich wie folgt 
zusammen:  
Vektor 100 ng 
Insert 5-facher molarer Überschuss 
Ligasepuffer 2,5 µl 
T4-DNA-Ligase 1µl 
ddH2O ad 25 µl 
 
Die Ligation erfolgte bei RT für mindestens 3-4 h oder über Nacht. Die Ligase wurde 




3.4.1 Isolierung von gesamt RNA 
Für die Isolierung der gesamt RNA wurden die Zellen in 1 ml TrizolTM Reagenz re-
suspendiert und für 5 min bei RT inkubiert. An dieser Stelle konnten die Proben bei -80 
°C über Monate gelagert werden und wurden bei Bedarf bei 37 °C aufgetaut. Zur wei-
teren Isolierung der RNA erfolgte die Zugabe von 200 µl kaltem Chloroform. Durch 
Vortexen von 15 sek wurden die Proben gemischt und anschließend für 5 min bei RT 
inkubiert. Die Phasentrennung erfolgte durch Zentrifugation für 10 min bei 12000 x g 
und 4 °C. Die wässrige RNA-haltige Phase wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsge-
fäß überführt, mit 500 µl Isopropanol versetzt und für 10 min bei RT inkubiert. Die RNA 
wurde durch zentrifugieren für 10 min bei 12000 x g und 4 °C gefällt. Anschließend 
wurde das RNA-Pellet mit 500 µl 75%igem Ethanol (in DEPC-H20) gewaschen. Nach 
dem Abnehmen des Überstandes und Trocknen des Pellets bei RT wurde die RNA in 
25 µl DEPC-H20 gelöst. Der RNA-Gehalt einer Lösung wurde mit einem NanoDrop 
Spektrophotometer bestimmt. Hierzu wurde 1 µl der Lösung gemessen. Im Photometer 
lässt sich weiterhin auch der Reinheitsgrad der Nukleinsäure-Probe bestimmen. Hierzu 
wurde die Absorption bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum von Proteinen, gemes-
sen. Durch das Verhältnis von A260 zu A280 kann der Reinheitsgrad abgeschätzt wer-
den. Saubere DNA-Lösungen weisen hier ein Verhältnis von 1,8 auf, RNA-Lösungen 
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ein Verhältnis von 2,0. Durch Kontamination mit Proteinen werden diese Werte ent-
sprechend kleiner. 
 
3.4.2 Reverse Transkription zur cDNA Synthese 
Die Gewinnung von cDNA aus RNA-Proben erfolgte durch Reverse Transkription mit 
Hilfe der M-MLV-RT (Invitrogen). Für die Reaktion wurden zwischen 0,8 und 2 µg Ge-
samt-RNA eingesetzt. Diese wurde mit DEPC-H2O auf 10 µl Gesamtvolumen gebracht, 
der Ansatz für 1 min bei 65 °C inkubiert und anschließend auf Eis gestellt. Zu der RNA 
wurden 40 µl eines Mixes zugegeben. Dieser bestand aus: 
5 x First Strand buffer 10 µl  
0,1 M DTT 5 µl  
2,5 M dNTP-Mix 5 µl 
random primer 2 µl 
RNAsin (RNase-Inhibitor) 0,2 µl  
M-MLV RT [200 U] 1 µl 
H2O 16,8 µl 
 
Der Ansatz wurde für 10 min bei 25 °C inkubiert. Die cDNA-Synthese erfolgte für 50 
min bei 37 °C und folgenden 15 min bei 70 °C. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert. 
 
3.4.3 RT-PCR zur Expressionsanalyse von MLL-ENL-ER 
Zur semiquantitativen Analyse von RNA wurde diese vor der Amplifikation zunächst 
wie unter 3.4.2 beschrieben in cDNA umgeschrieben. Die spezifische Amplifikation der 
cDNA erfolgte durch konventionelle PCR-Reaktionen. Dafür wurden pro Ansatz stan-
dardmäßig 2 µl cDNA eingesetzt. Die Temperatur- und Reaktionsbedingungen wurden 
empirisch ermittelt und an die Anforderungen der entsprechenden Oligonukleotide an-
gepasst. Dabei war darauf zu achten, dass die Menge des Endproduktes im linearen 
Bereich lag, um eine semiquantitative Analyse der Genexpression zu gewährleisten. 
Die PCR-Reaktionen erfolgten in einem Primus 96 Plus Thermal Cycler. Das Amplifika-




Reaktionsansatz: PCR-Programm:  
cDNA 2 µl 95 °C 5 min  
10x Red taq Puffer 3 µl 95 °C 30 sek 
10 pM forward Primer 1,2 µl 65 °C 30 sek 
10 pM reverse Primer 1,2 µl 72 °C 30 sek 
 
33 Zyken 
10 mM dNTPs 0,6 µl 72 °C 10 min  
Red taq Polymerase (Sigma) 1,5 µl 8 °C ∞  
H2O ad 30 µl    
 
3.4.4 Quantitative Echtzeit-PCR: Real time PCR 
Sämtliche hierfür notwendigen Reagenzien wurden mit dem ImmoMixTM Kit (Bioline) 
bezogen. Die Durchführung erfolgte mit dem Mx3000 (Stratagene). Für die Real Time 
PCR (qRT-PCR) wurden 2 µl cDNA eingesetzt. Jede Probe wurde grundsätzlich in 
Triplikaten gemessen.  
Reaktionsansatz  PCR-Programm: 
cDNA 2 µl 95 °C 10 min 
10 µM forward Primer 0,4 µl  95 °C 15 sek 
10 µM reverse Primer 0,4 µl  60 °C 1 min 
Sybr-Green 0,4 µl  40 Zyklen  
ImmoMixTM 10 µl    




Die differentielle Expression eines Genes wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet: 
Aktivierung/Repression = 2-∆∆Ct  
∆∆Ct = ∆CtProbe - ∆CtReferenz mit ∆Ct = CtGen – CtStandard  








2  s1: Standardabweichung Gen 
 s2: Standardabweichung Standard (z.B. rps16) 
Für die Funktion 2-∆∆Ct wurde anschließend der Fehlerbereich 2-∆∆Ct +/-s berechnet. Der 
Fehler wurde dann folgendermaßen angegeben:  
Fehler = (2-∆∆Ct +s) – (2-∆∆Ct). 




3.5 Biochemische Methoden 
3.5.1 Gesamtzelllysate 
Gesamtzelllysate (Proteinlysate) wurden durch Lyse der Zellen in TNN-Puffer oder 
Ripa-Puffer gewonnen. Alle Arbeitschritte erfolgten auf Eis oder bei 4 °C. Die Zellen 
wurden einmal mit PBS gewaschen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Durch 
Zentrifugieren für 5 min bei 3000 rpm wurden die Zellen pelletiert. Bei Bedarf können 
die Zellpellets an dieser Stelle nach dem Schockgefrieren in Flüssig-Stickstoff für län-
gere Zeit bei -80 °C gelagert werden. Im Anschluss wurden die Zellen im 10-fachen 
ihres Volumens in TNN-Puffer bzw. Ripa-Puffer aufgenommen und durch Auf- und Ab-
pipettieren gut resuspendiert. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis und folgendem 
kurzen Vortexen der Proben, wurden die lysierten Zellen für 10 min bei 14000 rpm se-
dimentiert. Der Überstand (Ganzzelllysat) wurde in ein frisches Reaktionsgefäß über-
führt und direkt weiterverwendet. 
 
3.5.2 Ras Aktivierungs-Assay 
Die Detektion von aktivem Ras erfolgte mit dem Ras Activation Assay Kit (Millipore) 
nach den Anweisungen des Herstellers. Für die Zelllyse wurden 6 Mio Zellen einge-
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setzt und ca. 1500 µg Lysat mit einem GST-Raf Fusionsprotein, gebunden an Glutathi-
onagarose-Kügelchen, inkubiert. Der Nachweis des präzipitierten aktiven Ras-Proteins 
erfolgte durch Western-Blot, indem die Membran mit einem für Ras spezifischen Anti-
körper inkubiert wurde. 
 
3.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Lysaten aus Zellen erfolgte mit der von 
Bradford beschriebenen Methode. Anhand einer BSA-Referenzgeraden konnte der 
Proteingehalt der untersuchten Proteinlösung abgelesen werden. Zur Erstellung der 
BSA-Referenzgeraden wurden je 1, 2, 4, 6 und 8 µl einer 1 mg/ml konzentrierten BSA-
Lösung mit 1 ml Bradford-Reagenz gemischt. Parallel wurde in der gleichen Weise mit 
2 µl der zu messenden Proteinlösung verfahren. Nach einer Inkubationszeit von mind. 
10 min bei RT wurde die Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von 595 nm im 
Vergleich zu einer Leerprobe photometrisch bestimmt. 
 
3.5.4 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Proteinlösungen wurden in vertikalen eindimensionalen Polyacrylamidgelen unter de-
naturierenden Bedingungen nach Laemmli (1970) aufgetrennt. Die Proben passierten 
zunächst ein Sammelgel mit einer großen Polyacylamid-Porenweite von 5%. Beim an-
schließenden Durchlaufen des kleinporigeren Trenngels (7 - 15%) wurden die Proteine 
entsprechend ihrer Größe aufgetrennt. Für eine gute Auftrennung im großen Moleku-
largewichtsbereich wurden niedrigprozentige Gele verwendet. Eine gute Auftrennung 
von Proteinen mit niedrigem Molekulargewicht, wurde durch die Verwendung von hö-
her prozentigen Gelen erreicht.  
Beispiel für die Zusammensetzung eines Sammel- und Trenngels: 
5% Sammelgel  10% Trenngel  
Bis-Acrylamid 1,6 ml Bis-Acrylamid 5,0 ml 
0,5 M Tris pH 6,8 1,4 ml 1,5 M Tris pH 8,8 3,7 ml 
20% SDS 50 µl 20% SDS 75 µl 
10% APS 50 µl 10% APS 100 µl 
Temed 10 µl  Temed 10 µl 
ddH2O 6,9 ml ddH2O 6,1 ml 
Methoden 
 65 
Vor dem Auftragen auf das Gel, wurden die Proteinproben in 3x SDS-Probenpuffer 
aufgenommen und für 5 min bei 95 °C inkubiert. Die Detektion der aufgetrennten Pro-
teine erfolgte durch Western-Blot. Die Größe der Proteine konnte anhand eines mit 
aufgetrennten Größenstandards abgeschätzt werden. 
 
3.5.5 Western-Blot 
Beim Western-Blot wurden die verschiedenen Komponenten einer Proteinlösung zu-
nächst über eine SDS-PAGE (3.5.4.) elektrophoretisch getrennt und anschließend auf 
eine PVDF-Membran übertragen. Der Nachweis der transferierten Proteine erfolgte mit 
spezifischen Erstantikörpern und Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Zweitantikör-
pern.  
Elektrophoretischer Transfer auf eine PVDF-Membran  
PVDF-Membranen besitzen eine sehr hohe Bindekapazität für Proteine und eigenen 
sich besonders gut für einen Nachweis durch Chemilumineszenz. Vor Gebrauch wurde 
die PVDF-Membran zunächst für mindestens 1 min in Methanol equilibriert. Der e-
lektrophoretische Transfer auf die Membran erfolgte wahlweise im Nass- oder Semi-
Dry-Verfahren. Dabei war darauf zu achten, dass sich zwischen den einzelnen Kom-
ponenten des Blots keine Luftblasen bildeten.  
Nass (Tank)-Blot  
Zunächst wurde eine PVDF-Membran in der Größe des Gels in Methanol inkubiert und 
anschließend in Blotting-Puffer gewaschen. Ebenso wurde Whatman-Papier auf die 
Größe des Gels zugeschnitten und in Blotting-Puffer kurz inkubiert. Der Aufbau des 
Blots erfolgte von der Anode zur Kathode in einem Plastikrahmen in folgender Reihen-
folge: 1 Schwammtuch, 1 Whatman-Papier, PVDF-Membran, Gel, 1 Whatman-Papier, 
1 Schwammtuch. Der Plastikrahmen wurde zwischen Anode und Kathode fixiert und 
zusammen mit einem Eisakku (zur Kühlung) in eine vollständig mit Blotting-Puffer ge-
füllte Blot-Kammer getaucht. Der Transfer erfolgte für 90 min bei 250 mA.  
Semi-Dry-Blot  
Beim diesem Blotting-Verfahren wurden zunächst je drei Whatman-Papiere in der Grö-
ße des Gels in Anodenpuffer I, Anodenpuffer II oder Kathodenpuffer inkubiert. Die 
PVDF-Membran wurde in Methanol equilibriert und anschließend in Anodenpuffer I 
gewaschen. Der Aufbau des Blots erfolgte von der Anode zur Kathode in folgender 
Reihenfolge: 3 Whatman-Papiere in Anodenpuffer II, 3 Whatman-Papiere in Anoden-
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puffer I, PVDF-Membran in Anodenpuffer I, Gel, 3 Whatman-Papiere in Kathodenpuf-
fer. Der Transfer erfolgte für 45 min bei 25 V.  
Ponceau S-Färbung  
Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die PVDF-Membran nach dem Blotten mit 
Ponceau S gefärbt. Die Anfärbung mit Ponceau S ist nicht permanent und daher mit 
dem eigentlichen Nachweisverfahren kompatibel. Für die Färbung wurde die Membran 
direkt nach dem Transfer kurz in Ponceau S-Lösung inkubiert und anschließend mit 
entsalztem Wasser gewaschen. Nach der Transferkontrolle wurde die Membran durch 
weiteres Waschen vollständig entfärbt.  
Nachweisreaktion  
Die Detektion der transferierten Proteine erfolgte mit Chemilumineszenz-kombinierten 
immunologischen Nachweisreaktionen. Um unspezifische Bindungen der Nachweisre-
agenzien an die Membran zu verhindern, wurde diese zunächst in 5%igem Milchpulver 
(in TBST) für mindestens 30 min bei RT und unter leichtem Schütteln abgesättigt. Die 
Inkubation mit Erstantikörper erfolgte ebenfalls in 5%igem Milchpulver und über Nacht 
bei 4 °C unter leichtem Schütteln. Sofern nicht anders angegeben, wurde der Erstanti-
körper 1:1000 verdünnt eingesetzt. Anschließend wurde ungebundener Erstantikörper 
von der Membran durch dreimaliges Waschen in TBST (3x 10 min) entfernt. Als Zwei-
tantikörper wurde standardmäßig ein Meerrettich-Peroxidase gekoppelter anti-Maus 
bzw. anti-Kaninchen Antikörper 1:3000 in TBST verwendet. Nach einer Inkubation von 
1 h bei RT wurde die Membran erneut 4x gewaschen, 1x 10 min in 5%igem Milchpul-
ver und 3x 10 min in TBST. Zum Entwickeln wurde die Membran für mindestens 5 min 
in frisch angesetzter Entwicklerlösung (Immobilon Western Detection Reagents; Milli-
pore) inkubiert und im Anschluss in Haushaltsfolie eingeschlagen. Die Dokumentation 
der Nachweisreaktion erfolgte durch Exposition eines ECL-Films (Kodak). 
Strippen der Membran 
Zum Entfernen des gebundenen Primärantikörpers von der PVDF-Membran für eine 
Detektion eines anderen Proteins wurde die Membran, sofern sie trocken war, zu-
nächst kurz in Methanol inkubiert. Anschließend wurde sie für 35 min bei 60 °C in 
Stripping-Puffer geschüttlet. Dann wurde die Membran in ddH2O gespült, gefolgt von 
einer dreimaligen Inkubation für je 10 min in TBST. Nach dem Waschen wurde die 
Membran zunächst in 5%igem Milchpulver (in TBST) für mindestens 30 min bei RT und 




Mutiertes RAS kommt in 30 % aller akuten myeolischen Leukämien vor. Die CALGB 
8525 Studie hat gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen RAS-Status, eingesetzter 
Cytarabin Dosis und Rückfallrisiko besteht. Patienten mit einer RAS Mutation entwi-
ckeln, unabhängig von ihrem zytogenetischen Hintergrund, signifikant weniger Rezidi-
ve als Patienten mit wildtyp RAS, wenn sie mit Hochdosis-Chemotherapie behandelt 
werden (siehe Abschnitt 1.3). 
Um der Frage nachzugehen, ob der RAS-Status auch in vitro eine Auswirkung auf die 
Cytarabin-Behandlung von hämatopoetischen Zellen zeigt, wurde ein Zellsystem mit 
dem onkogenen Fusionsprotein MLL-ENL verwendet, das Robert Slany (Universität 
Erlangen, Deutschland) etablierte. Dazu wurden aus dem Knochenmark von C57Bl/6 
Mäusen hämatopoetische Stammzellen (HSC) isoliert, die zuvor durch Injektion mit 5-
Fluorouracil angereichert wurden. Zur Immortalisierung wurden die Zellen mit einem 
Vektor, der für ein MLL-ENL Fusionsprotein kodiert, infiziert und einem Transformati-
onsassay unterzogen (Abb. 7). Die primären, immortalen Zellen teilten sich unbe-
grenzt, waren jedoch abhängig von den Interleukinen IL-3 und IL-6, sowie von den 
Wachstumsfaktoren GM-CSF und SCF. MLL-ENL ist in diesem System an einen modi-
fizierten Östrogenrezeptor (ER) gekoppelt, so dass das Protein nur unter Zugabe von 
4-OHT (4-Hydroxytamoxifen) aktiv ist. Nach 14 Tagen Kultivierung in Abwesenheit von 
4-OHT differenzierten die Zellen vollständig zu Monozyten/Makrophagen und Granulo-
zyten aus, was zeigte, dass es sich bei den immortalen Zellen um myeloische Progeni-
toren handelt (Zeisig, 2004 #65). Die Verwendung dieses Zellsystems erfolgte aus drei 
Gründen: 
1. MLL-ENL kommt ausschließlich bei Leukämien vor.  
2. Infizierte Knochenmarks-Zellen zeigen einen myeloischen Phänotyp 
3. MLL-ENL allein wirkt schon immortalisierend, so dass die Zellen kein zweites 
Onkogen benötigen, um einen leukämischen Phänotyp zu entwickeln.  
 
 
4.1 Generierung RASV12-infizierter MLL-ENL-ER Zellen 
Um MLL-ENL-ER Zellen herzustellen, die mutiertes RAS stabil im Genom integriert 
haben, wurden die Zellen mit retroviralen Vektoren (3.1.1.2.2) infiziert. Dies erfolgte 
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entweder mit leerem pMSCV-Vektor (Kontroll-Zellen) oder mit pMSCV-RASV12-Vektor 
(RAS-infizierte Zellen). Im Weiteren erwähnte Kontroll-Zellen (Ktr) bzw. RAS-infizierte 
Zellen (Ras) enthalten somit als genetischen Hintergrund onkogenes MLL-ENL-ER 
(Abb. 7).  
 
 
Abb. 7: Schematische Darstellung des MLL-ENL-ER induzierbaren Zellsys-
tems. Um hämatopoetische Stammzellen anzureichern, wurde 5 Tage vor Entnahme 
der Knochenmark-Zellen (KM), 5-Fluorouracil (5-FU) in die Mäuse injiziert. Nach der 
Isolierung der Stammzellen wurden diese mit retroviralem MLL-ENL-ER Vektor infiziert 
und dreimal in Methylzellulose replatiert (Immortalisierung). Anschließend wurden die 
Zellen in Suspension kultiviert, expandiert und mit pMSCV-Leervektor (Ktr) bzw. 
pMSCV-RASV12 (RASV12) infiziert. 
 
4.1.1 RAS-infizierte Zellen zeigen Aktivierung des Onkogens 
Um die Expression von aktivem Ras in den immortalen HSC nach der Infektion nach-
zuweisen, wurden die Zellen lysiert und mit GST-fusioniertem Raf1-Proteinen inkubiert. 
GST-Raf1 ist an Glutathion-Sepharose gebunden, so dass aktives Ras durch die Bin-
dung an Raf1 co-präzipitiert und durch einen anschließenden Western-Blot nachge-
wiesen werden kann. Um den Einfluss von Cytarabin auf die Ras-Aktivität zu untersu-
chen, wurden die Zellen für 1 bzw. 3 Stunden mit 50 µM Cytarabin behandelt. Die 
Präzipitate von Kontroll-Zellen (Ktr.) bzw. RAS-infizierten Zellen (Ras) wurden nach der 
Auftrennung im Polyacrylamid-Gel geblottet und mit Ras-Antikörper detektiert (Aktives 
Ras). Parallel wurden die Gesamt-Zelllysate geblottet und mit Ras-, bzw. phospho-Erk 
Antikörper inkubiert. Das Ergebnis zeigt, dass Ras in den RAS-infizierten Zellen übe-




Abb. 8: MLL-ENL-ER Zellen exprimieren nach der Infektion aktives Ras. Für 
den Nachweis von aktivem Ras wurden die Lysate von Kontroll-Zellen und RAS-
infizierten Zellen mit GST-Raf1-gekoppelten Beads inkubiert. Aktives Ras bindet an 
GST-Raf1 und wird co-präzipitiert. Die Präzipitate wurden geblottet und mit Antikörpern 
gegen Ras inkubiert (aktives Ras). Parallel wurden 25 µg der Gesamtlysate geblottet 
und mit Antikörpern gegen Ras (gesamt Ras) und phospho-Erk  inkubiert. Cdk2 diente 
als Ladekontrolle. 
 
4.1.2 RASV12 hat keinen Einfluss auf die Expression von MLL-ENL-
ER und die Genexpression von MLL-ENL Zielgenen 
Um zu testen, ob die Infektion mit onkogenem RAS die Expression von MLL-ENL-ER 
verändert, wurde die RNA von Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen isoliert, in 
cDNA umgeschrieben und die Expression von MLL-ENL-ER analysiert. Dazu wurde 
eine PCR durchgeführt und das entstandene Produkt mit Hilfe einer Agarosegele-
lektrophorese sichtbar gemacht. Die Expression von MLL-ENL-ER war in den RAS-
infizierten Zellen unverändert (Abb. 9). Die Aktivität des MLL-ENL-ER Proteins wurde 
anhand der Expressionsprofile der MLL-ENL-ER Zielgene meis1 und hoxa9 untersucht 
(Zeisig, 2004 #65). Da diese nach dem Abschalten von MLL-ENL-ER herunterreguliert 
werden, wurden Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen für 10 Tage in An- und Ab-
wesenheit von 4-OHT kultiviert und die Expression dieser Gene mit Hilfe der qRT-PCR 
analysiert. Es zeigte sich, dass in RAS-infizierten Zellen die Expression dieser Gene 
nicht verändert war (Abb. 9B), was darauf hinweist, dass onkogenes Ras die Aktivität 
von MLL-ENL-ER nicht beeinflusst und keinen MLL-ENL-unabhängigen Effekt auf die 
Gene ausübt. Das Abschalten von MLL-ENL-ER in den Zellen bewirkte außerdem, 
dass diese differenzierten. Die Expressionsanalysen der Differenzierungsmarker ly6g 
(Gr1) und itgam (Mac1) in An- und Abwesenheit von 4-OHT zeigten eine Induktion der 
Gene in Abwesenheit von 4-OHT in beiden Zelllinien, was daraufhin weist, dass die 





Abb. 9: Die Expression von MLL-ENL-ER und MLL-ENL-ER Zielgenen wird 
durch RASV12 nicht beeinflusst. (A) Die Expression von MLL-ENL-ER wurde mit einer 
RT-PCR und anschließender Agarosegelelektrophorese analysiert. Rps16 diente als 
Mengenkontrolle der eingesetzten cDNA. (B) Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen  
wurden für 10 Tage in Abwesenheit von 4-OHT kultiviert. Die Expressionsanalyse von 
meis und hoxa9 erfolgte mit Hilfe einer qRT-PCR. Gezeigt ist die x-fache Induktion 
bezogen auf Ktr -4-OHT, die auf den Wert 1 gesetzt wurde. (C) Die Induktion der Diffe-
renzierung wurde durch die Kultivierung der Zellen in Abwesenheit von 4-OHT ausge-
löst. Die Analyse der Expression der Differenzierungsmarker erfolgte durch die qRT-
PCR Methode. Alle Zielgene wurden auf die Expression von rps16 bezogen. Ktr +4-
OHT wurde auf den Wert 1 gesetzt und die x-fache Induktion darauf bezogen. 
** Sterne (p<0,01) zeigen statistisch signifikante Unterschiede innerhalb der Zelllinien, 
die in An- bzw. Abwesenheit von 4-OHT kultiviert wurden. RT = Reverse Transkriptase. 
 
 
4.2 Effekt von Cytarabin auf Kontroll-Zellen und RAS-
infizierte Zellen 
Um zu untersuchen, ob onkogenes RAS die Wirkung von Cytarabin verändert, wurden 
im Folgenden Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen nach der Cytarabin-Behandlung 




4.2.1 Die Behandlung mit Cytarabin wirkt gleichermaßen auf die 
Vitalität von Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen  
Um die Auswirkung von Cytarabin auf die Überlebensfähigkeit der Zellen zu untersu-
chen, wurden jeweils 100.000 Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen ausgesät und 
entweder unbehandelt oder für 24 Stunden mit 10 bzw. 100 nM Cytarabin behandelt. 
Nach der Anfärbung der toten Zellen mit Trypanblau erfolgte eine Auszählung der un-
gefärbten, lebenden Zellen mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer. Es lag kein Unter-
schied in der Anzahl der lebenden Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen nach Cy-
tarabin-Behandlung vor, auch nicht, wenn die Zellen mit der höheren Cytarabin-
Dosierung inkubiert wurden (Abb. 10). Da die Anzahl der Kontroll-Zellen im unbehan-
delten Zustand nach 24 Stunden Kultivierung höher war als die der RAS-infizierten 
Zellen, war der relative Effekt von Cytarabin auf die Kontroll-Zellen sogar etwas stärker 
als auf die RAS-infizierten Zellen. D.h. die RAS-infizierten Zellen waren im Vergleich zu 
den Kontroll-Zellen unempfindlicher gegenüber der Cytarabin-Behandlung. 
 
 
Abb. 10: Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen zeigen keinen Unterschied 
in der Lebend-Zellzahl nach Behandlung mit Cytarabin. 100.000 Zellen wurden 
ausgesät und für 24 Stunden mit 10 bzw. 100 nM Cytarabin behandelt. Nach Try-
panblau-Ausschluss wurden die lebenden Zellen mit Hilfe der Neubauer Zählkammer 
bestimmt. 
 
4.2.2 Cytarabin wirkt in beiden Zelllinien gleichermaßen auf die 
Zellen in der S-Phase  
Onkogenes Ras aktiviert verschiedene Signalkaskaden und fördert die Zellteilung, was 
mit einer verstärkten Replikation der Zellen einhergeht (Feramisco, 1984 #78). Um zu 
untersuchen, ob sich das Proliferationsverhalten der RAS-infizierten Zellen unter dem 
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Einfluss von Cytarabin im Vergleich zu den Kontroll-Zellen ändert, wurde eine zweidi-
mensionale Durchflusszytometrie (2D-FACS) durchgeführt. Dazu wurden die Zellen mit 
Propidiumjodid (PI) und Bromodeoxyuridin (BrdU) gefärbt.  
PI interkaliert in doppelsträngige DNA, und BrdU wird während der Replikation an Stel-
le von Desoxythymidintriphosphat in die DNA eingebaut. BrdU markiert damit spezi-
fisch Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden. Dadurch kann eine ge-
naue Auftrennung von Zellen in der Sub-G1-, G1-, S- und G2 Phase des Zellzyklus 
erfolgen.  
Die Zellen wurden zwei unterschiedlichen Behandlungen mit Cytarabin unterzogen: 
einem Puls und einer Dauerinkubation. Für den Cytarabin-Puls wurden die Zellen für 3 
Stunden mit 1 µM Cytarabin behandelt, anschließend mit PBS gewaschen und weitere 
21 Stunden in Medium ohne Cytarabin kultiviert. Für die Dauerinkubation wurden die 
Zellen durchgängig für 24 Stunden mit 1 µM Cytarabin inkubiert. Bevor die Zellen ge-
erntet wurden, erfolgte eine Behandlung mit 10 µM BrdU für 1 Stunde. Anschließend 
wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und sowohl mit einem fluoreszenz-
gekoppelten Antikörper gegen BrdU als auch mit Propidiumjodid, inkubiert. Im Durch-
flusszytometer konnte eine Zuordnung und quantitative Auswertung der Zellen in den 
verschiedenen Phasen des Zellzyklus erfolgen.  
Im unbehandelten Zustand war der prozentuale Anteil der RAS-infizierten Zellen in der 
G1- und G2-Phase des Zellzyklus größer als bei den Kontroll-Zellen. Gleichzeitig be-
fanden sich weniger RAS-infizierte Zellen in der S- und Sub-G1 Phase. Nach der Cyta-
rabin-Puls-Behandlung betrug der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen (sub-
G1) in beiden Zelllinien 20% und die Zellen in der S-Phase reduzierten sich um die 
Hälfte (19% bzw. 15%). Nach der Dauerinkubation mit Cytarabin befanden sich 40% 
der Kontroll-Zellen und 47% der RAS-infizierten Zellen in der Sub-G1-Phase. In der S-
Phase des Zellzyklus konnten in beiden Zelllinien weniger als 1% der Zellen detektiert 
werden (Abb. 11). Cytarabin hemmte zu gleichen Teilen die Replikation in beiden Zell-






Abb. 11: Cytarabin hemmt die Replikation und induziert Apoptose in Kontroll-
Zellen und RAS-infizierten Zellen. Für die 2D-FACS-Analyse wurden unbehandelte, 
Cytarabin-Puls (3h) und Cytarabin-dauerinkubierte Zellen (24h) vor der Ernte mit 
10 µM BrdU für eine Stunde inkubiert. Nach Fixierung und Permeabilisierung erfolgte 
eine Färbung mit PI und einem fluoreszenz-markierten Antikörper gegen BrdU. PI in-
terkaliert in doppelsträngige DNA und BrdU wird während der Replikation in die DNA 
eingebaut Die Abbildung zeigt die Auftrennung der Zellen in die Sub-G1-, G1-, S- und 
G2-Phase. Die Zahlen geben die prozentuale Verteilung der Zellen in diesen Zellzyk-
lusphasen an. 
 
4.2.3 RAS-infizierte Zellen zeigen ein vermindertes klonogenes 
Potential nach Cytarabin-Behandlung 
Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Behandlung mit Cytarabin auf das klonogene 
Potential der Zellen hat (3.1.1.2.6), wurden 100.000 Zellen ausgesät, für 24 Stunden 
mit Cytarabin behandelt, anschließend mit PBS gewaschen und jeweils 3.000 Zellen in 
Duplikaten in Anwesenheit von 4-OHT und Zytokinen in Methylzellulose ausgesät. Die 
Kolonien wurden nach 4 Tagen Inkubation bei 37°C mit Iodonitrotetrazolium (INT) ge-
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färbt und gezählt. Das klonogene Potential wurde von zwei MLL-ENL Klonen (Klon 1 
und Klon 2) bestimmt, die unabhängig voneinander generiert und mit RAS infiziert wor-
den waren.  
Während unbehandelte und mit niedrigeren Konzentrationen Cytarabin-behandelte 
Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen keinen Unterschied in der Koloniebildung auf-
wiesen, führte die Behandlung der Zellen mit höheren Cytarabin-Konzentrationen zu 
einer signifikant verminderten Bildung von Kolonien bei den RAS-infizierten Zellen 
(Abb. 12). In dem zweiten MLL-ENL-Klon war die Koloniebildung der RAS-infizierten 
Zellen nach der Behandlung mit höheren Konzentrationen Cytarabin (350 nM) im Ver-
gleich zu den Kontroll-Zellen signifikant eingeschränkt (Abb. 12D). Diese Ergebnisse 
wiesen darauf hin, dass innerhalb der RAS-infizierten Zellen eine Sub-Population von 






Abb. 12: RAS-infizierte Zellen zeigen eine eingeschränkte Klonogenität nach 
Cytarabin-Behandlung. (A) Für den Methylzellulose Assay wurden Kontroll-Zellen 
und RAS-infizierte Zellen (MLL-ENL Klon 1) unbehandelt oder für 24 Stunden mit 10 
bzw. 100 nM Cytarabin kultiviert, gewaschen und in Duplikaten zu jeweils 3.000 Zellen 
in Methylzellulose ausgesät. Nach 4 Tagen Inkubation bei 37 °C wurden die Kolonien 
mit INT gefärbt. (B) Quantifizierung des Methylzellulose Assays in (A). Die Kolonien 
wurden gezählt und die Anzahl der Kolonien der Kontroll-Zellen auf den Wert 1 gesetzt. 
Relativ zu den Kontroll-Zellen wurde die Anzahl der Kolonien der RAS-infizierten Zellen 
aufgetragen. * = p<0,05, markiert einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen 
Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen, behandelt mit 100 nM Cytarabin. (C) Quanti-
fizierung eines Methylzellulose Assay bei dem die Zellen (MLL-ENL Klon 1) mit stei-
genden Konzentrationen Cytarabin (50 nM, 85 nM, 100 nM, 125 nM, 150 nM) für 24 
Stunden behandelt wurden. Aufgetragen ist die relative Koloniebildung, wobei die Kon-
troll-Zellen jeweils auf den Wert 1 gesetzt wurden (*=p<0,05; **=p<0,01). (D) Methylzel-
lulose Assay eines zweiten MLL-ENL-Klons, der mit RASV12 bzw. Leervektor infiziert 
worden war. Für den Methylzellulose Assay wurden Kontroll-Zellen und RAS-infizierte 
Zellen unbehandelt oder für 24 Stunden mit 100 bzw. 350 nM Cytarabin kultiviert, ge-
waschen und in Duplikaten zu jeweils 3.000 Zellen in Methylzellulose ausgesät. Nach 4 
Tagen Inkubation bei 37 °C wurden die Kolonien mit INT gefärbt. 
 
4.2.4 RAS-infizierte Zellen zeigen verminderte Klonogenität nach 
Daunorubicin- und Etoposid-Behandlung 
Ist der Effekt von Cytarabin auf die Klonogenität der RAS-infizierten Zellen spezifisch 
oder zeigen andere Chemotherapeutika wie Daunorubicin und Etoposid ähnliche Wir-
kungen? Daunorubicin und Etoposid sind Topoisomerase II–Inhibitoren und werden im 
Rahmen einer Kombinationschemotherapie bei akuten Leukämien eingesetzt. Um die-
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se Frage zu beantworten wurde die Klonogenität der Zellen, nach der Behandlung mit 
diesen Substanzen, untersucht. Es wurden 100.000 Zellen ausgesät und mit 10 bzw. 
25 nM Daunorubicin oder mit 50 bzw. 250 nM Etoposid für 24 Stunden behandelt. An-
schließend wurden die Zellen gewaschen und jeweils 3.000 Zellen in Methylzellulose 
ausgesät. Nach fünf Tagen wurden die Kolonien gefärbt und gezählt. Nach der Dauno-
rubicin- bzw. Etoposid-Behandlung war die Koloniebildung der RAS-infizierten Zellen 
im Vergleich zu den Kontroll-Zellen eingeschränkt (Abb. 13A,C). Die Quantifizierung 
der Kolonien zeigt, dass bei 10 nM Daunorubicin bzw. 50 und 250 nM Etoposid ein 
statistisch signifikanter Unterschied in der Koloniebildung zwischen Kontroll-Zellen und 
RAS-infizierten Zellen besteht (Abb. 13B,D). Diese Ergebnisse zeigen, dass klonoge-
ne Zellen innerhalb der RAS-infizierten Zellen durch die Behandlung mit Daunorubicin 
und Etoposid eliminiert werden und dies kein spezifischer Effekt von Cytarabin ist.  
 
Abb. 13: Verminderte Klonogenität der RAS-infizierten Zellen nach Daunorubi-
cin- und Etoposid-Behandlung. (A) Methylzellulose-Assay nach der Behandlung mit 
Daunorubicin. 100.000 Kontroll- und RAS-infizierte Zellen wurden ausgesät und mit 
den angegebenen Konzentrationen Daunorubicin für 24 Stunden behandelt. Anschlie-
ßend wurden die Zellen gewaschen und 3.000 Zellen ausplattiert.Nach 5-tägiger Inku-
bation bei 37 °C wurden die Kolonien gefärbt. (B) Quanitifizierung der Kolonien nach 
Daunorubicin-Behandlung. (C) Methylzellulose-Assay nach der Behandlung mit den 
angegebenen Konzentrationen Etoposid. (D) Quanitifizierung der Kolonien nach Eto-
posid-Behandlung. Die Asterisks markieren einen statistisch signifikanten Unterschied 





4.2.4.1 Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen bestehen aus unter-
schiedlichen Populationen 
Ein Grund warum Cytarabin keine unterschiedlichen Effekte auf die Zellen in der Sus-
pension zeigte, wohl aber im klonogenen Assay, könnte darin liegen, dass die Zelllinien 
aus unterschiedlichen Populationen bestehen, die sich hinsichtlich der Klonogenität 
heterogen verhalten. Der Effekt von Cytarabin als auch von Daunorubicin und Etoposid 
auf die Gesamtzellpopulation könnte durch eine große Anzahl von nicht klonogenen 
Zellen bestimmt worden sein, während der Effekt auf eine möglicherweise kleine Grup-
pe von klonogenen Zellen nicht sichtbar war.  
Um dies zu untersuchen, wurden die Zellen mit Hilfe von Antikörper-gekoppelten mag-
netischen Beads für den Differenzierungsmarker Mac1 und den Stammzellmarker c-kit 
sortiert und jeweils 3.000 Zellen in Methylzellulose ausplattiert. Nach fünf Tagen wur-
den die Kolonien gefärbt und ausgezählt. 
Nur eine Fraktion von Zellen in beiden Zelllinien exprimieren den Differenzierungsmar-
ker Mac1 bzw. den Stammzellmarker c-kit (Abb. 14A,B) und die klonogene Population 
durch Isolierung der Mac1-negativen bzw. c-kit-positiven Population angereichert wer-




Abb. 14: Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen bestehen aus unterschied-
lich klonogenen Populationen. (A) Kontroll- und RAS-infizierte Zellen wurden über 
Antikörper-gebundene magnetische Kügelchen nach Mac1-negativen und –positiven 
bzw. (B) c-kit-negativen und -positiven Populationen sortiert. (C) Methylzellulose Assay 
der Mac1- bzw. c-kit-sortierten Zellen. Jeweils 3.000 Zellen wurden ausplattiert und die 
Kolonien nach 5 Tagen mit INT gefärbt. Die Quantifizierung zeigt eine Anreicherung 
von klonogenen Zellen in den Mac1-negativen und c-kit-positiven Populationen.  
 
 
4.3 Einfluss von Cytarabin auf die Apoptoserate von Kon-
troll-Zellen und RAS-infizierten Zellen 
Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, ob die verminderte Klonogenität der RAS-
infizierten Zellen auf erhöhte eine Apoptoserate nach Cytarabin-Behandlung zurückzu-
führen ist. Dazu wurde eine Expressionsanalyse des Apoptose Marker Noxa sowie 




4.3.1 Cytarabin induziert den Apoptose Marker noxa in Kontroll-
Zellen und RAS-infizierten Zellen. 
Die Expressionsanalyse von noxa erfolgte mit Hilfe einer qRT-PCR. 500.000 Zellen 
wurden ausgesät und mit 350 nM Cytarabin für 8, 16 und 24 Stunden behandelt. An-
schließend wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und in cDNA umgeschrie-
ben. Die Expression von noxa wurde in beiden Zelllinien durch die Cytarabin-
Behandlung induziert und erreichte nach 16 Stunden den höchsten Wert. In den Kon-
troll-Zellen lag zu allen Zeitpunkten eine höhere Expression von noxa vor, wobei die 
Differenz nicht signifikant war (Abb. 15). 
 
 
Abb. 15: Kein signifikanter Unterschied in der Expression von noxa in Kontroll-
Zellen und RAS-infizierten Zellen nach Cytarabin-Behandlung. Mit Hilfe einer qRT-
PCR wurde das Expressionsprofil von noxa in Abhängigkeit von der Dauer der Cytara-
bin-Inkubation untersucht. Dafür wurden 500.000 Zellen ausgesät und für 8, 16, und 24 
Stunden mit 350 nM Cytarabin behandelt. Nach Isolation der Gesamt-RNA erfolgte das 
Umschreiben in cDNA. Für die cDNA Synthese wurden 2 µg RNA eingesetzt. Alle Wer-
te wurden auf die Expression des Gens rps16 bezogen. Gezeigt ist die x-fache Indukti-
on/Repression bezogen auf Ktr unbehandelt, die auf den Wert 1 gesetzt wurde. 
 
4.3.2 RAS-infizierte Zellen zeigen weniger Caspase-Spaltung nach 
Cytarabin-Behandlung 
Für die Quantifizierung von aktiver Caspase 3, wurden 1x 106 Kontroll-Zellen und RAS-
infizierte Zellen ausgesät und für 4 bzw. 20 Stunden mit 1 µM Cytarabin behandelt. Im 
Anschluss an die Behandlung wurden die Zellen geerntet, mit einem gegen aktive-
Caspase 3 gerichteten, fluoreszenz-gekoppelten Antikörper inkubiert und in einem 
Durchflusszytometer analysiert.  
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Die Anzahl der aktiven-Caspase 3–positiven Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten 
ist in Abb. 16 dargestellt. In den markierten Bereichen befinden sich die Zellen, die 
aktive-Caspase 3-positiv gefärbt sind.  
Im unbehandelten Zustand waren nur wenige aktive-Caspase 3–positive Zellen zu de-
tektieren, zwischen Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen lag kein Unterschied vor. 
Auch nach 4 Stunden Inkubation mit Cytarabin war der Anteil apoptotischer Zellen in 
beiden Zelllinien gering (2 bzw. 3%). Nach 20 Stunden Inkubation mit Cytarabin zeig-
ten 40% der Kontroll-Zellen eine aktive-Caspase 3 Färbungen, wohingegen lediglich 
18% der RAS-infizierten Zellen positiv für aktive-Caspase 3 waren. An der Verteilung 
der Zellen über die y-Achse (Forward scatter) ist zu erkennen, dass die RAS-infizierten 
Zellen deutlich größer waren als die Kontroll-Zellen. Dies deutet auf eine stärkere Diffe-
renzierung der RAS-infizierten Zellen hin. 
Für die eingeschränkte Klonogenität der RAS-infizierten Zellen war Apoptose, nach 
diesen Ergebnissen, nicht verantwortlich, da RAS-infizierte Zellen sogar weniger Apop-
tose aufwiesen als Kontroll-Zellen, deren Klonogenität durch höher dosiertes Cytarabin 





Abb. 16: RAS-infizierte Zellen zeigen weniger aktive-Caspase 3 nach Cytara-
bin-Behandlung. Für die FACS-Analyse wurden 1x 106 Zellen ausgesät mit 1 µM Cy-
tarabin behandelt und nach 4 und 20 Stunden geerntet. Anschließend wurden die Zel-
len fixiert, permeabilisiert und mit einem fluoreszenz-gekoppelten Antikörper gegen 
aktive-Caspase 3 gefärbt. Die Zahlen geben die Anzahl der aktiven-Caspase 3-
positiven Zellen in Prozent an.  
 
 
4.4 RAS-infizierte Zellen zeigen Eigenschaften von 
seneszenten Zellen 
Onkogene, darunter RASV12, lösen in primären Zellen Seneszenz aus (Bartkova, 2006 
#2; Di Micco, 2006 #1), siehe Abschnitt 1.2.2. Seneszente Zellen exprimieren das En-
zym β-Galaktosidase und weisen eine erhöhte Expression von p53, p21Cip1 und des 
Ink4/Arf Locus (mit den Tumor Suppressoren p16Ink4a, p19Arf und p15Ink4b) auf. In der 
Publikation von Collado (2006) sind einige zusätzliche Marker beschrieben, die in se-




4.4.1 Cytarabin induziert die Expression der Seneszenzmarker 
p15Ink4b und Dec1 
Um zu untersuchen, ob die Zellen nach Cytarabin-Behandlung einen seneszenten 
Phänotyp annehmen, wurden die Expressionsprofile von ink4b (p15Ink4b) und bhlhb2 
(Dec1) analysiert. Für die Expressionsanalyse wurden die Zellen für 8, 16 und 24 
Stunden mit 350 nM Cytarabin behandelt und anschließend eine qRT-PCR durchge-
führt. Cytarabin induzierte die Expression der Gene ink4b (Abb. 17A) und bhlhb2 
(Abb. 17B) sowohl in Kontroll-Zellen als auch in RAS-infizierten Zellen. Die Expression 
des Tumorsuppressors ink4b war in den RAS-infizierten Zellen nach 8 und 16 Stunden 
Cytarabin-Behandlung signifikant stärker, nach 24 Stunden Cytarabin-Behandlung war 
die Expression des Gens in den Kontroll-Zellen stärker. Die bhlhb2-Expression war in 
den RAS-infizierten Zellen sowohl im unbehandelten Zustand als auch nach 12 und 24 
Stunden Cytarabin-Behandlung signifikant höher (Abb. 17).  
 
 
Abb. 17: Cytarabin induziert die Expression der Seneszenzmarker ink4b und 
bhlhb2 in Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen. Mit Hilfe einer qRT-PCR wur-
den die Expressionsprofile der Marker ink4b (A) und bhlhb2 (B) in Abhängigkeit von 
der Dauer der Cytarabin-Inkubation untersucht. Jeweils 500.000 Zellen wurden ausge-
sät und für die angegebenen Stunden mit 350 nM Cytarabin behandelt. Die Expression 
der Zielgene wurde auf die Expression des Gens rps16 bezogen. Die Induktion bezieht 
sich auf Ktr unbehandelt, die auf den Wert eins gesetzt wurde. Die Asterisken zeigen 
statistisch signifikante Unterschiede zwischen Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zel-
len (* = p<0,05; ** = p<0,01). Die Expression der Marker ist in RAS-infizierten Zellen 




4.4.2 RAS-infizierte Zellen zeigen keine erhöhte β-Galaktosidase 
Aktivität im Vergleich zu Kontroll-Zellen 
Das Enzym β-Galaktosidase, eine Glykosidase, die Bindungen von β-
Galactopyranosiden hydrolysiert. Seneszente Zellen exprimieren dieses Enzym (Dimri, 
1995 #82), wodurch die Zellen in der Lage sind, das Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-
indoxyl-β-D-galactopyranosid) zu Galactose und einen blauen, wasserunlöslichen Indi-
go-Farbstoff zu hydrolysieren, was zu einer Blaufärbung der Zellen führt.  
Um zu untersuchen, ob die Cytarabin-behandelten Zellen das Enzym exprimieren, 
wurden unbehandelte und Cytarabin-behandelte Zellen in Glutardialdehyd fixiert und 
für 16 Stunden in X-Gal-Lösung inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe 
eines Zytospins auf Objektträger zentrifugiert und auf Blaufärbung untersucht. Die Cy-
tarabin-Behandlung führte sowohl in Kontroll-Zellen, als auch in RAS-infizierten Zellen, 
zu einer Blaufärbung (Abb. 18). Dieses Ergebnis geht mit den Ergebnissen der Ex-
pressionsanalysen von ink4b und bhlhb2 einher. Alle getesteten Seneszenzmarker 
wurden durch die Cytarabin-Behandlung induziert, was daraufhinweist, dass Cytarabin 
Seneszenz auslösen kann, wobei die Induktion von Seneszenz nicht für die einge-
schränkte Klonogenität der RAS-infizierten Zellen verantwortlich ist. 
 
 
Abb. 18: Kein Unterschied der β-Galaktosidase Aktivität zwischen Kontroll-
Zellen und RAS-infizierten Zellen. Für die Färbung wurden 1x 106 Zellen ausgesät 
und für 24 Stunden mit 350 nM Cytarabin behandelt. Zwei Tage nach der Cytarabin-
Behandlung wurden die Zellen in Glutardialdehyd fixiert und über Nacht mit Färbelö-
sung inkubiert. Die Cytarabin-Behandlung löst in beiden Zelllinien eine Blaufärbung 




4.4.3 RAS-infizierte Zellen zeigen hohe Expressionslevel von p53, 
p21Cip1, p16Ink4a und p19Arf 
Wie bereits unter Abschnitt 4.4 erwähnt, ist die Expression der Tumorsuppressoren 
p53, p21Cip1, p16Ink4a und p19Arf in seneszenten Zellen erhöht. Um die Expressionslevel 
dieser Proteine in Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen miteinander zu verglei-
chen, wurden Zelllysate von unbehandelten, Cytarabin- und UV-behandelten Zellen 
hergestellt und geblottet. Der Nachweis der Proteine erfolgte durch die Detektion mit 
Antikörpern. Da HSC generell eine niedrige p53 Expression zeigen, wurden die Zellen 
mit UV-B Licht bestrahlt, um eine Induktion von p53 herbeizuführen. Die Proteinlevel 
von p53 waren in beiden Zelllinien nur schwach zu detektieren, wobei die RAS-
infizierten Zellen im unbehandelten Zustand höhere Proteinmengen von p53 aufwie-
sen.  
Nach Cytarabin-Behandlung und vor allem nach UV-B Bestrahlung wurde p53 aus-
schließlich in den RAS-infizierten Zellen auf detektierbare Level induziert (Abb. 19). 
Die Induktion von p53 nach DNA Schaden gibt einen Hinweis darauf, dass der Tumor-
suppressor in diesen Zellen in seiner wildtyp Form vorlag. 
 
 
Abb. 19: p53 ist in RAS-infizierten Zellen stärker exprimiert und wird durch 
Cytarabin-Behandlung und UV-B Bestrahlung induziert. Für den Western-Blot 
wurden die Zellen für 5 Stunden mit 100 µM Cytarabin behandelt. Die UV-B 
Bestrahlung erfolgte für 3,5 min, woraufhin die Zellen für weitere 5 Stunden kultiviert 
wurden. Nach der NP-40 Lyse wurden 250 µg Proteinlysat geblottet. Die Detektion 
erfolgte mit einem Antikörper gegen p53. Cdk2 diente als Ladekontrolle. 
 
Auch die Expression der Proteine p21Cip1, p16Ink4a und p19Arf war in den RAS-infizierten 
Zellen deutlich erhöht (Abb. 20). Im Gegensatz zu p53 waren die Level der p16Ink4a und 
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p19Arf Proteine in den RAS-infizierten Zellen schon im unbehandelten Zustand hoch 
und wurden durch die Cytarabin-Behandlung nicht weiter induziert. p21Cip1 zeigte eben-
falls eine stärkere Expression im unbehandelten Zustand, wurde aber durch die Cyta-
rabin-Behandlung weiter induziert. 
 
 
Abb. 20: RAS-infizierte Zellen zeigen hohe Proteinlevel von p21Cip1, p16Ink4a 
und p19Arf. Die Zellen wurden für den Western-Blot für 8, 16, und 24 Stunden mit 
50 µM Cytarabin behandelt. 50 µg des Gesamtzelllysates wurden geblottet und die 




4.5 RAS-infizierte Zellen zeigen verstärkte Aktivierung 
der DNA-Schadenssignalkaskade  
Cytarabin verursacht Einzelstrangbrüche, die in der Zelle zu replikativem Stress führen 
(1.2.1.1). Im Folgenden wurde untersucht, ob RAS die Aktivierung der DNA-
Schadensignalkaskade und damit die Wirkung von Cytarabin verändert. 
 
4.5.1 Chk1 und H2A.x werden in RAS-infizierten Zellen nach Cy-
tarabin-Behandlung stärker phosphoryliert 
Um zu testen, ob onkogenes Ras die DNA-Schadensantwort moduliert, wurden die 
Zellen für 1, 3, und 6 Stunden mit 50 µM Cytarabin behandelt und mittels Western-Blot 
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die Phosphorylierung der Kontrollproteine Chk1 und H2A.x mit Phosphorylierungs-
spezifischen Antikörpern nachgewiesen. Die Behandlung der Zellen mit Cytarabin führ-
te in den RAS-infizierten Zellen bereits nach einer Stunde zur Phosphorylierung von 
Chk1 (Abb. 21), wobei das Phosphorylierungs-Signal nur transient war und bereits 
nach 6 Stunden nur noch schwach nachzuweisen war. Das Ergebnis dieses Western-
Blots zeigt, dass onkogenes Ras die Phosphorylierung von Chk1 und damit die DNA-
Schadenssignalkaskade verstärkt. 
 
Abb. 21: RAS-infizierte Zellen zeigen eine stärkere Phosphorylierung von 
Chk1 nach Cytarabin-Behandlung. Die Zellen wurden für 1, 3 und 6 Stunden mit 
50 µM Cytarabin inkubiert und 50 µg des Gesamtzelllysates geblottet. Die Detektion 
von phosphoryliertem Chk1 erfolgte mit einem Antikörper, der spezifisch phosphorylier-
tes Serin 345 an Chk1 erkennt. Chk1 ist in beiden Zelllinien exprimiert und diente als 
Ladekontrolle. 
 
Ist die Aktivierung des Kontrollproteins von der Konzentration der schädigenden Sub-
stanz abhängig? Um dieser Frage nachzugehen wurden 2x 106 Zellen ausgesät und 
mit steigenden Konzentrationen Cytarabin (350 nM, 1 µM, 10 µM, 50 µM, 100 µM) für 1 
Stunde behandelt. 25 µg der Zelllysate wurden geblottet und mit dem Phosphorylie-
rungs-spezifischen Chk1 Antikörper inkubiert. Sowohl in den Kontroll-Zellen als auch in 
den RAS-infizierten Zellen nahm die Phosphorylierung von Chk1 mit steigender Cyta-
rabin-Konzentration zu, die Menge an phosphoryliertem Chk1-Protein war in den RAS-
infizierten Zellen jedoch höher (Abb. 22). Das Ergebnis zeigt, dass eine Abhängigkeit 






Abb. 22: Die Phosphorylierung von Chk1 ist von der Cytarabin-Konzentration 
abhängig. 2x 106 Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen wurden unbehandelt geern-
tet bzw. ausgesät und mit steigenden Konzentrationen Cytarabin (350 nM, 1 µM, 
10 µM, 50 µM, 100 µM) für 1 Stunde behandelt. 25 µg der Zelllysate wurden geblottet. 
Der Nachweis von phosphoryliertem Chk1 erfolgte mit einem Antikörper der phospho-
ryliertes Serin 345 an Chk1 detektiert. Cdk2 diente als Ladekontrolle. Exp. = Expositi-
on. Beide Zelllinien zeigen eine Abhängigkeit zwischen Phosphorylierung von Chk1 
und Cytarabin-Konzentration, die Aktivierung von Chk1 ist in den RAS-infizierten Zellen 
stärker. 
 
Um die Phosphorylierung der Histon-Variante H2A.x zu untersuchen, wurden die Zel-
len für 1, 3 und 6 Stunden mit 100 µM Cytarabin behandelt und als Kontrolle für 3,5 
min mit UV-B bestrahlt und nachfolgend für 5 Stunden kultiviert. Die Lyse der Zellpel-
lets erfolgte mit Ripa-Puffer, um auch Chromatin-assoziierte Proteine im Gesamtzellly-
sat anzureichern. 100 µg des Lysates wurden geblottet und phosphoryliertes H2A.x mit 
einem Antikörper detektiert. Die Phosphorylierung von H2A.x konnte in den Kontroll-
Zellen nach Cytarabin-Behandlung schwach und nach UV-B Bestrahlung deutlich 
nachgewiesen werden, was auf funktionell intaktes H2A.x hinweist. In den RAS-
infizierten Zellen war die Phosphorylierung von H2A.x nach 3 und 6 Stunden Cytara-
bin-Behandlung und nach UV-B Bestrahlung zu detektieren (Abb. 23). Das Ergebnis 
lässt erkennen, dass weitere Proteine der DNA-Schadenssignalkaskade durch onko-





Abb. 23: Die Phosphorylierung von H2A.x ist in RAS-infizierten Zellen stärker 
als in Kontroll-Zellen. Für den Western-Blot wurden 100 µg Ripa-Lysat der unbehan-
delten und Cytarabin-behandelten bzw. UV-B-bestrahlten Zellen geblottet. Die Detekti-
on erfolgte mit einem Antikörper, der nur an Serin 139 phosphoryliertes H2A.x erkennt. 
Cdk2 diente als Ladekontrolle. Die UV-B-bestrahlten Zellen wurden als Kontrolle ver-
wendet und zeigen, dass auch Kontroll-Zellen funktionales H2A.x-Protein enthielten. 
 
Um die Phosphorylierung von H2A.x zu verifizieren, wurde eine Immunfluoreszenz 
durchgeführt. Dazu wurden unbehandelte und für 1 Stunde mit 100 µM Cytarabin-
behandelte Zellen mit Hilfe eines Zytospins auf Objektträger zentrifugiert, anschließend 
fixiert, permeabilisiert und mit dem phospho-H2A.x (Serin 139)-Antikörper inkubiert. Die 
Detektion von gebundenem Antikörper erfolgte mit einem sekundären FITC-
gekoppelten Antikörper. Phospho-H2A.x Foci konnten sowohl in den unbehandelten 
RAS-infizierten Zellen als auch in den Cytarabin-behandelten Zellen erkannt werden, 
während die Kontroll-Zellen phospho-H2A.x nur in den Cytarabin-behandelten Proben 
aufwiesen (Abb. 24). Die Behandlung der RAS-infizierten Zellen mit Cytarabin führte 
zu einer Zunahme der phospho-H2A.x positiven Zellen. Der Nachweis von phosphory-
liertem H2A.x mit Hilfe der Immunfluoreszenz zeigt, dass onkogenes Ras die DNA-






Abb. 24: RAS-infizierte Zellen zeigen bereits im unbehandelten Zustand 
phosphoryliertes H2A.x. Die Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen wurden nach 
einstündiger Behandlung mit 100 µM Cytarabin mit Hilfe eines Zytospins auf Objektträ-
ger zentrifugiert, mit PFA fixiert, permeabilisiert und mit phospho-H2A.x (Serin 139)-
Antikörper für eine Stunde inkubiert. Die Detektion von phosphoryliertem H2A.x erfolg-
te mit einem sekundären FITC-gelabelten Antikörper. Die Färbung der DNA erfolgte mit 
Hoechst-Farbstoff. 
 
Phosphoryliertes Chk1 wurde zusätzlich mit Hilfe der Durchflusszytometrie nachgewie-
sen. Für die intrazelluläre phospho-Chk1 FACS-Analyse wurden die Zellen fixiert, per-
meabilisiert und mit phospho-Chk1 Antikörper inkubiert. Als sekundärer Antikörper 
wurde ein mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa488-gekoppelter Antikörper verwendet. 
Die RAS-infizierten Zellen wiesen schon im unbehandelten Zustand einen erhöhten 
Anteil an phosphoryliertem Chk1 auf, was an der Zunahme der Alexa488-Intensität zu 
erkennen ist (Abb. 25A). Die Quantifizierung der Ergebnisse (Abb. 25B) zeigt, dass im 
unbehandelten Zustand 1% der Kontroll-Zellen und 4% der RAS-infizierten Zellen für 
phosphoryliertes Chk1 positiv gefärbt waren. Durch die Behandlung mit Cytarabin er-
höht sich der Anteil der phospho-Chk1-positiven Kontroll-Zellen auf 17% während der 
Anteil bei den RAS-infizierten Zellen auf 34% anstieg. Die Histogramme der unbehan-
delten und Cytarabin-behandelten Kontroll-Zellen bzw. der unbehandelten und Cytara-
bin-behandelten RAS-infizierten Zellen sind in Abb. 25C dargestellt. Bei dem Nachweis 
von phosphoryliertem Chk1 mittels Durchflusszytometrie wird deutlich, dass die Ex-
pression von onkogenem Ras die DNA-Schadenssignalkaskade aktiviert, und die 




Abb. 25: RAS-infizierte Zellen zeigen verstärkte Chk1-Phosphorylierung im 
unbehandelten Zustand. (A) Histogramm der unbehandelten Kontroll-Zellen und 
RAS-infizierten Zellen. 1x106 Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit einem Anti-
körper gegen phosphoryliertes Chk1 inkubiert, der durch einen Alexa488-gekoppelten 
sekundären Antikörper detektiert wurde. Die Analyse der Zellen erfolgte mit dem 
FACScalibur. (B) Quantifizierung von (C). (C) Histogramme der unbehandelten und 
Cytarabin-behandelten Kontroll-Zellen bzw. RAS-infizierten Zellen. 1x 106 Zellen wur-
den ausgesät und für 1 Stunde mit 100 µM Cytarabin behandelt. Die schwarze Linie 
zeigt die phospho-Chk1 Färbung der unbehandelten Zellen, die rote Linie die der Cyta-
rabin-behandelten Zellen. unsp. = unspezifisch (Kontroll-Antikörper). 
 
4.5.2 Chk1 wird in RAS-infizierten Zellen nach Daunorubicin- und 
Etoposid-Behandlung stärker phosphoryliert 
Neben Cytarabin werden auch Daunorubicin und Etoposid für die Behandlung der AML 
eingesetzt. Um zu untersuchen, ob Chk1 auch nach der Behandlung mit Daunorubicin 
und Etoposid phosphoryliert wird, wurden 2x 106 Zellen für 1 Stunde mit steigenden 
Konzentrationen Daunorubicin bzw. Etoposid behandelt, die Lysate geblottet und die 
Phosphorylierung von Chk1 mit einem phospho-spezifischen Antikörper nachgewiesen. 
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Sowohl die Behandlung mit Daunorubicin (Abb. 26A) als auch mit Etoposid (Abb. 26B) 
löste die Phosphosphorylierung von Chk1 aus. Wie schon bei Cytarabin war die Akti-
vierung des Kontrollproteins durch beide Substanzen in den RAS-infizierten Zellen 
stärker. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass RASV12 die DNA-
Schadenssignalkaskade direkt verstärkt, unabhängig von der Substanz, die den Scha-
den verursacht.  
 
 
Abb. 26: Die Phosphorylierung von Chk1 ist nach Daunorubicin- und Etopo-
sid-Behandlung in RAS-infizierten Zellen stärker. 2x 106 Zellen wurden unbehandelt 
geerntet bzw. für den Western-Blot mit 1, 10 und 50 µM Daunorubicin (A) bzw. Etopo-
sid (B) für 1 Stunde behandelt. Für den Nachweis von phosphoryliertem Chk1 wurden 
25 µg Zelllysat geblottet und mit einem Chk1-Antikörper gegen phospho-Serin 345 in-
kubiert. Die Färbung für Cdk2 zeigt, dass vergleichbare Proteinmengen geladen wur-
den. Exp. = Exposition. 
 
4.5.2.1 Chk1 wird in differenzierten Zellen nur in Anwesenheit von 
RASV12 phosphoryliert 
Wie bereits unter Abschnitt 4 beschrieben, kann funktionelles MLL-ENL durch den Ent-
zug von 4-OHT aus dem Kulturmedium abgeschaltet werden, woraufhin die Zellen 
nach 14-tägiger Kultivierung ausdifferenzieren (siehe Abb. 9C). Um der Frage nachzu-
gehen, inwieweit aktives MLL-ENL-ER an der Aktivierung der Kontrollproteine beteiligt 
ist, wurden differenzierte Kontroll-Zellen bzw. RAS-infizierte Zellen auf die Phosphory-
lierung von Chk1 untersucht. Dazu wurden 1x 106 Zellen ausgesät und mit 100 µM 
Cytarabin behandelt bzw. zur Kontrolle mit UV-B bestrahlt. Nach der angegebenen 
Inkubationszeit mit Cytarabin wurden die Zellen geerntet, lysiert und 50 µg des Ge-
samtzelllysates geblottet. Die UV-bestrahlten Zellen wurden 1 bzw. 3 Stunden nach der 
UV-B Bestrahlung für die Zelllyse geerntet. Nach Abschalten von MLL-ENL-ER lag nur 
in den RAS-infizierten Zellen phosphoryliertes Chk1 vor, welches nach Cytarabin-
Behandlung weiter aktiviert wurde (Abb. 27A). In den differenzierten RAS-infizierten 
Zellen war die Aktivierung von Chk1 stärker als in den un-differenzierten Zellen 
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(Abb. 27B, pChk1 lange Exposition). Die Behandlung mit Cytarabin führte zu einer 
Zunahme der Phosphorylierung von Chk1 in beiden RAS-infizierten Zell-Populationen. 
Dieses Ergebnis zeigt, dass die verstärkte Phosphorylierung von Chk1 ein spezifischer 
Effekt von RASV12 ist. Zudem wird deutlich, dass MLL-ENL-ER in RAS-infizierten Zellen 
die Aktivierung des Kontrollproteins inhibiert. 
 
Abb. 27: In differenzierten Zellen ist die Phosphorylierung von Chk1 abhängig 
von RASV12. (A) Western-Blot von Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen, die 14 
Tage in Abwesenheit von 4-OHT kultiviert wurden und mit UV-B für 3,5 min bestrahlt 
bzw. für die angegebenen Zeiten mit 100 µM Cytarabin behandelt wurden. Nach UV-B 
Bestrahlung fand die Kultivierung der Zellen für weitere 1 und 3 Stunden statt. Von 
dem TNN-Lysat wurden 50 µg geblottet und Chk1 mit einem phospho-spezifischem 
Antikörper (Serin 345) detektiert. (B) Western-Blot von RAS-infizierten Zellen, die in 
Anwesenheit bzw. in Abwesenheit von 4-OHT kultiviert und mit 100 µM Cytarabin be-
handelt wurden. Verwendete Antikörper sind dieselben wie in (A). Cdk2 diente als La-
dekontrolle. Exp. = Exposition. 
 
4.5.3 ATM wird in RAS-infizierten Zellen nach DNA Schaden stär-
ker phosphoryliert 
Die Aktivierung der ATR-Kinase führt auch zur Aktivierung der ATM-Kinase (Stiff, 2006 
#13). ATM wird an Serin 1981 durch ATR phosphoryliert, woraufhin das Protein homo-
dimerisiert, die Kinase Chk2 aktiviert und ebenfalls eine Signalkaskade in Gang setzt, 
die zum Zellzyklus Arrest oder zur Apoptose führt (1.2.1.1.1). Um die Aktivierung von 
ATM zu testen, wurde eine Immunfluoreszenz mit spezifisch gegen phospho-ATM ge-
richteten Antikörpern durchgeführt (Daten von D. Rübsamen). Die Zellen wurden für 1 
Stunde mit 100 µM Cytarabin behandelt und anschließend sowohl unbehandelte als 
auch Cytarabin-behandelte Zellen mit Hilfe eines Zytospins auf Objektträger zentrifu-
giert. Nach Fixierung und Permeabilisierung wurden die Zellen mit einem primären 
Antikörper gegen phospho-ATM (Serin 1981) inkubiert. Die Detektion des gebundenen 
Antikörpers in der Zelle erfolgte mit Alexa488-gekoppeltem Antikörper. Eine phospho-
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ATM-positive Färbung konnte ausschließlich in den RAS-infizierten Zellen nach Cyta-
rabin-Behandlung detektiert werden (Abb. 28).  
 
 
Abb. 28: Phosphorylierte ATM-Kinase ist nach Cytarabin-Behandlung nur in 
RAS-infizierten Zellen zu detektieren. Für die Immunfluoreszenz wurden die Zellen, 
entweder unbehandelt oder für 1 Stunde mit 100 µM Cytarabin behandelt, mit Hilfe 
eines Zytospins auf Objektträger zentrifugiert. Nach Fixierung und Permeabilisierung 
wurden die Zellen mit einem primären Antikörper gegen phospho-ATM (Serin 1981) 
inkubiert. Die Detektion des phospho-ATM gebundenen Antikörpers erfolgte mit Ale-
xa488-gekoppeltem Antikörper. Die DNA wurde mit Hoechst-Farbstoff gefärbt. 
 
 
4.6 RASV12 induziert Differenzierung 
Onkogenes Ras kann in hämatopoetischen Zellen Differenzierung induzieren (Dorrell, 
2004 #30; Hibi, 1993 #32). Ebenso ist beschrieben, dass Cytarabin Differenzierung 
auslösen kann (Huang, 1988 #91; Nagler, 1986 #92; Takagaki, 2005 #9). Wie in Ab-
schnitt 4.2.4.1 gezeigt, sind differenzierte Zellen nicht mehr in der Lage, Kolonien in 
Methylzellulose zu bilden. Die unterschiedliche Klonogenität zwischen Kontroll-Zellen 
und RAS-infizierten Zellen nach Cytarabin-Behandlung (Abb. 12) könnte somit da-
durch bedingt sein, dass RAS-infizierte Zellen stärker differenzieren, während Kontroll-




4.6.1 Die Expression der Gene ly6g und itgam ist in RAS-
infizierten Zellen verstärkt 
Der Differenzierungsstatus von unbehandelten und Cytarabin-behandelten Zellen wur-
de auf mRNA- und Protein-Ebene sowie morphologisch untersucht. Mit Hilfe der qRT-
PCR wurden Expressionsanalysen der Differenzierungsmarker ly6g (Gr1) und itgam 
(Mac1) durchgeführt, während der Nachweis der entsprechenden Proteinexpression 
mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfolgte. Gr1 und Mac1 werden auf der Oberfläche 
von Makrophagen, Monozyten und Granulozyten exprimiert und markieren somit reife 
hämatopoetische Zellen (1.1).  
Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen wurden für 8, 16 und 24 Stunden mit 350 nM 
Cytarabin behandelt, die RNA geerntet, in cDNA umgeschrieben und diese einer qRT-
PCR unterzogen. Die Differenzierungs-Gene ly6g (Abb. 29A) bzw. itgam (Abb. 29B) 
wurden in den RAS-infizierten Zellen stärker exprimiert und nach Cytarabin-
Behandlung weiter induziert. Die Expression der Differenzierungs-Gene war in den 
RAS-infizierten Zellen zu allen Zeitpunkten signifikant höher. 
 
 
Abb. 29: RAS-infizierte Zellen zeigen eine stärkere Expression der Differenzie-
rungsmarker ly6g (A) und itgam (B). Für die qRT-PCR wurden 1x 106 Zellen ausge-
sät und mit 350 nM Cytarabin für die angegebenen Zeitintervalle behandelt. Als Refe-
renz-Gen wurde rps16 verwendet. Gezeigt ist die x-fache Induktion bezogen auf Ktr 
unbehandelt, die auf den Wert 1 gesetzt wurde. Die Asterisks zeigen statistisch signifi-
kante Unterschiede zwischen Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen (* = p<0,05; ** 
= p<0,01). 
 
Die Expression der Oberflächenproteine Mac1 und Gr1 wurde mit der Durchflusszyto-
metrie analysiert. 1x106 Zellen wurden ausgesät und für 24 Stunden mit 350 nM Cyta-
rabin behandelt. Anschließend wurden unbehandelte und Cytarabin-behandelte Zellen 
mit PE-markierten Antikörpern gegen Mac1 bzw. Gr1 inkubiert. In beiden Zelllinien 
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wurde die Expression der Differenzierungmarker durch die Behandlung mit Cytarabin 
erhöht. Die RAS-infizierten Zellen, sowohl unbehandelt als auch nach Cytarabin-
Behandlung, zeigten aber eine stärkere Detektion von Mac1- und Gr1-Proteinen als die 




Abb. 30: RAS-infizierte Zellen zeigen eine stärkere Expression der Differenzie-
rungmarker Mac1 und Gr1. Für die FACS-Analyse wurden 1x 106 Zellen ausgesät 
und mit 350 nM Cytarabin für 24 Stunden behandelt. Anschließend folgte die Färbung 
der Zellen mit PE-gekoppeltem anti-Gr1 bzw. anti-Mac1 Antikörper. RAS-infizierte Zel-
len sind differenzierter als Kontroll-Zellen, die Behandlung mit Cytarabin induziert aber 
die Expression der Differenzierungsmarker in beiden Zelllinen. 
 
4.6.2 RAS-infizierte Zellen exprimieren den Stammzell-Marker c-
kit schwächer 
c-kit (CD117) ist ein Zytokin-Rezeptor, der vor allem auf der Oberfläche von hämato-
poetischen Stammzellen (HSC) sowie multipotenten Progenitoren (MPP) und myeloi-
den Vorläuferzellen exprimiert wird. c-kit ist eine Typ III-Rezeptor-Tyrosin Kinase. 
Wenn der Rezeptor von seinem Liganden SCF (stem cell factor) gebunden wird, dime-
risiert er und löst eine Signalkaskade über second messenger aus, die, je nach Zelltyp, 
zum Zell-Überleben, zur Proliferation oder Differenzierung führt. Wie in Kapitel 4.2.4.1 
gezeigt, sind MLL-ENL-ER-infizierte Zellen positiv für den Stammzellmarker c-kit. Um 
die Expressin des Stammzellmarkers zu testen, wurde eine Expressionsanalyse mittels 
qRT-PCR durchgeführt. Dazu wurden 1x106 Zellen ausgesät und für 6 und 24 Stunden 
mit 350 nM Cytarabin behandelt. Die Kontroll-Zellen zeigten eine hohe kit Expression. 
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Im Vergleich dazu war diese in den RAS-infizierten Zellen deutlich herunter reguliert 
und wurde durch die Behandlung mit Cytarabin weiter reprimiert (Abb. 31).  
 
 
Abb. 31: Die Expression des Stammzellmarkers kit ist in RAS-infizierten Zellen 
herunter reguliert. Für die qRT-PCR wurden 1x 106 Zellen ausgesät und mit 350 nM 
Cytarabin für 6 und 24 Stunden behandelt. rps16 diente als Referenzgen. Gezeigt ist 
die x-fache Induktion/Repression bezogen auf Ktr unbehandelt, die auf den Wert 1 ge-
setzt wurde. Die Asterisks zeigen statistisch signifikante Unterschiede zwischen Kon-
troll-Zellen und RAS-infizierten Zellen (* = p<0,05; ** = p<0,01). 
 
4.6.3 RAS-infizierte Zellen zeigen eine differenzierte Morphologie 
nach Cytarabin-Behandlung 
In den vorangegangenen Kapiteln konnte dargelegt werden, dass RAS-infizierte Zellen, 
vor allem nach Cytarabin-Behandlung, eine deutlich stärkere Expression von Differen-
zierungsmarkern aufweisen. Um die Morphologie der Zellen zu untersuchen, wurde 
eine Pappenheim-Färbung (May-Grünwald/Giemsa) durchgeführt (3.1.1.2.8). Hierzu 
wurden 1x 106 Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen ausgesät und mit 350 nM Cyta-
rabin für 24 Stunden behandelt. Anschließend wurden die Zellen mit PBS gewaschen. 
Nach zwei Tagen Kultivierung in Medium ohne Cytarabin wurden 50.000 Zellen mit 
Hilfe eines Zytospins auf einen Objektträger zentrifugiert, luftgetrocknet und mit May-
Grünwald/Giemsa-Lösungen gefärbt. Die Pappenheim-Färbung der unbehandelten 
und behandelten Kontroll-Zellen bzw. RAS-infizierten Zellen wies eine deutlich diffe-
renziertere Morphologie der Cytarabin-behandelten RAS-infizierten Zellen auf 
(Abb. 32A). Die Quantifizierung der Morphologie (Abb. 32B) zeigt, dass der Anteil der 
unreifen Blasten in Cytarabin-behandelten RAS-infizierten Zellen wesentlich geringer 
war als in Kontroll-Zellen (10% innerhalb der RAS-infizierten Zellen gegenüber 40% 
innerhalb der Kontroll-Zellen), wohingegen der Anteil differenzierter stabkerniger-
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Zellen, segmentkerniger Granulozyten, Polymorphonukleare Zellen und Monozyten 




Abb. 32: RAS-infizierte Zellen weisen nach Cytarabin-Behandlung eine diffe-
renzierte Morphologie auf. (A) Pappenheim-Färbung von unbehandelten und Cytara-
bin-behandelten Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen. Behandelte Zellen wurden 
für 24 Stunden mit 350 nM Cytarabin inkubiert, anschließend gewaschen und für zwei 
Tage in Medium ohne Cytarabin kultiviert. Mit Hilfe eines Zytospins wurden die Zellen 
auf Objektträger zentrifugiert und gefärbt. (B) Quantifizierung der Morphologie. Die 
Zellen wurden ausgezählt und der prozentuale Anteil der unterschiedlich differenzierten 
Zellen aufgetragen. PMN = Polymorphonuklear; Mono = Monozyten; Makro = 
Makrophagen. 
 
Die Ergebnisse dieses Kapitels belegen, das onkogenes Ras in myeloischen Zellen 
Differenzierung induzieren kann, welche durch die Behandlung mit Cytarabin verstärkt 
werden kann.  
 
 
4.7 Die Differenzierung ist abhängig von der Aktivierung 
der DNA-Schadenssignalkaskade 
Die bisherigen Daten zeigen, dass Cytarabin die Differenzierung der RAS-infizierten 
Zellen induziert und dass die Aktivierung der DNA-Schadenssignalkaskade in diesen 
Zellen, insbesondere nach der Behandlung mit Chemotherapeutika, deutlich verstärkt 
ist. Basierend auf dieser Beobachtung wurde der Frage nachgegangen, ob die Cytara-
bin-induzierte Differenzierung in den RAS-infizierten Zellen von der Aktivierung der 
Kontrollproteine abhängig ist. 
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4.7.1 Koffein blockt die Cytarabin-induzierte Differenzierung 
Koffein ist ein pflanzliches Alkaloid, das z.B. im Kaffeestrauch oder Matebaum vor-
kommt. Es gibt Hinweise darauf, dass Koffein Tumorzellen gegenüber ionisierender 
Strahlung (Gamma-Strahlung) sensitiver macht. Untersuchungen an Koffein haben 
ergeben, dass es u.a. die katalytische Aktivität der ATM- und ATR-Kinasen inhibiert 
und dadurch die Signalkaskaden, die als Antwort auf DNA-Schaden aktiviert werden, 
abschwächt (Sarkaria, 1999 #33; Hall-Jackson, 1999 #34). IGR ist ein Alkaloid, das 
spezifisch die katalytische Aktivität der Kinase Chk1 inhibiert (Roberge, 1998 #45).  
Um zu testen, ob die Cytarabin-induzierte Differenzierung von der Aktivierung der 
DNA-Schadenssignalkaskade abhängig ist, wurde eine FACS-Analyse auf den Diffe-
renzierungsmarker Gr1 nach Cytarabin-Behandlung in Anwesenheit von Koffein bzw. 
IGR durchgeführt. Dazu wurden 1x 106 Kontroll-Zellen und RAS-infizierte Zellen aus-
gesät und mit 350 nM Cytarabin +/- 500 µM Koffein bzw. 250 nM IGR für 24 Stunden 
behandelt. In einem Vorversuch konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung 
von Chk1 durch 0,5 mM Koffein blockiert wurde (Abb. 33B). Nach der Inkubation mit 
Cytarabin wurden die Zellen mehrmals gewaschen und in Medium ohne Cytarabin, 
aber mit Koffein bzw. IGR kultiviert. In 24 Stunden Intervallen wurden Zellen entnom-
men, gegen den Differenzierungsmarker Gr1 gefärbt und mit einem FACScalibur-Gerät 
analysiert. Für die Auswertung wurde die mittlere Fluoreszenz der Gr1-positiven Zellen 
(geometrisches Mittel) verwendet. Die Cytarabin-Behandlung induzierte in beiden Zell-
linien Differenzierung (Abb. 33A). Die RAS-infizierten Zellen waren jedoch zwei Tage 
nach der Cytarabin-Behandlung stärker differenziert als die Kontroll-Zellen. Das geo-
metrische Mittel der Gr1-positiven RAS-infizierten Zellen betrug zu diesem Zeitpunkt 
5.500, im Vergleich zu einem geometrischen Mittel von 1.100 bei den Gr1-positiven 
Kontroll-Zellen. Die Differenzierung wurde durch die Behandlung mit Koffein gehemmt, 
nicht aber durch IGR. Bei den RAS-infizierten Zellen führte die Cytarabin-Behandlung 
somit zu einer verstärkten Differenzierung, die abhängig von der Aktivierung der ATM/ 
ATR Kinasen war. Die Hemmung der Chk1 Kinase durch IGR reichte allein nicht aus, 





Abb. 33: Koffein blockt die Cytarabin-induzierte Differenzierung. (A) 1x 106 Zel-
len wurden ausgesät und für 24 Stunden mit 350 nM Cytarabin +/- Koffein bzw. IGR 
behandelt. Anschließend wurden die Zellen gewaschen und in Medium ohne Cytarabin 
aber in Anwesenheit von Koffein bzw. IGR weiter kultiviert. Zwei Tage später wurden 
die Zellen geerntet, mit PE-gekoppeltem Gr1 Antikörper gefärbt und mit dem FACSca-
libur analysiert. (B) Die Phosphorylierung von Chk1 wurde durch 0,5 mM Koffein blo-
ckiert. Für den Western-Blot wurden 1x 106 RAS-infizierte Zellen ausgesät, 1 Stunde 
mit den angegebenen Koffein-Konzentrationen prä-inkubiert und anschließend mit 
100 µM Cytarabin behandelt. 50 µg Gesamtzelllysat wurden geblottet. Cdk2 diente als 
Ladekontrolle. 
 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass onkogenes Ras in den 
MLL-ENL-ER Zellen zum einen die DNA-Schadenssignalkaskade aktiviert und zum 
anderen Differenzierung induziert. Die Behandlung mit Cytarabin verstärkt die Aktivie-
rung der DNA-Schadenssignalkaskade. Abhängig von dieser Aktivierung differenzieren 
die Zellen zu Granulozyten und Monozyten. Die differenzierten Zellen weisen kein klo-
nogenes Potential mehr auf, so dass die Koloniebildung der RAS-infizierten Zellen 




Mutationen in einem der drei RAS-Gene treten in 30% aller akuten myeloischen Leu-
kämien auf (Bos, 1989 #114). Die CALGB 8525 Studie (siehe Abschnitt 1.3) hat ge-
zeigt, dass ein Zusammenhang zwischen RAS-Status, der in der Konsolidierungsthe-
rapie eingesetzten Cytarabin-Dosis und dem Rückfallrisiko besteht (Neubauer, 2008 
#66). Patienten mit einer RAS Mutation entwickeln, unabhängig von ihrem zytogeneti-
schen Hintergrund, signifikant weniger Rezidive als Patienten mit wildtyp RAS, wenn 
sie mit Hochdosis-Chemotherapie behandelt werden (Neubauer, 2008 #66).  
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zellsystem etabliert, bei dem es sich um murine 
immortale hämatopoetische Zellen mit einem myeloischen Phäntoyp handelt. Dieses 
Zellsystem wurde als Modell für die akute myeloische Leukämie verwendet, anhand 
dessen die biochemischen und zellbiologischen Effekte von Cytarabin auf Zellen mit 
wildtyp RAS und mutiertem RAS untersucht werden sollten. Es zeigt sich, dass onko-
genes Ras die DNA-Schadensantwort auf die Behandlung mit Cytarabin verstärkt und 
davon abhängig die Differenzierung der Zellen aktiviert.  
 
 
5.1 Die Klonogenität der RAS-infizierten Zellen ist nach 
Cytarabin-Behandlung beeinträchtigt 
Klonogene Zellen sind Stamm- und Progenitorzellen, die sich in semisolidem Medium 
teilen und Kolonien aus genetisch identischen Tochterzellen bilden können. Innerhalb 
eines Tumors oder einer Leukämie ist nur ein kleiner Anteil der Zellen klonogen; die 
Masse der Tumorzellen können keine Kolonien bilden. Sowohl die Kontroll-Zellen als 
auch die RAS-infizierte Zellen enthalten klonogene Zellen, die in definierten Populatio-
nen angereichert werden können (Abb. 14). Die Klonogenität beider Zelllinien ist im 
unbehandelten Zustand vergleichbar (Abb. 12, 13) und beträgt im Durchschnitt für die 
Kontroll-Zellen 9% und für die RAS-infizierten Zellen 7% der Gesamtzellpopulation. 
Nach der Inkubation mit den Chemotherapeutika Cytarabin, Daunorubicin und Etopo-
sid, Substanzen, die Anwendung in der Behandlung von akuten myeloischen Leukä-
mien finden, ist die Koloniebildung bei den RAS-infizierten Zellen, im Vergleich zu den 
Kontroll-Zellen, signifikant reduziert (Abb. 12, 13). Die Elimination der RAS-infizierten 
Zellen ist dabei nicht auf eine verstärkte Replikation und damit erhöhte Empfindlichkeit 
der RAS-infizierten Zellen gegenüber Cytarabin zurückzuführen (Abb. 11). Eine ver-
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stärkte Proliferation, wie sie für humane Knochenmarkzellen beobachtet wurde, nach-
dem sie mit mutiertem RAS infiziert worden sind (Maher, 1994 #79), ist in dem hier 
verwendeten System der RAS-infizierten MLL-ENL-ER Zellen nicht nachzuweisen.  
Da die klonogenen Zellen weniger als 10% der Gesamtpopulation ausmachen, ist die 
Elimination dieser Zellen innerhalb der RAS-infizierten Zellen in Suspension nicht zu 
erkennen (Abb. 10). Dies deutet daraufhin, dass die verminderte Klonogenität der 
RAS-infizierten Zellen nach Chemotherapie-Behandlung auf eine kleine Population 
klonogener Zellen zurückzuführen ist, die in der Gesamtmasse der Zellen nicht sichtbar 
wird. Auch die Klonogenität der Kontroll-Zellen wird durch die Behandlung mit Cytara-
bin dezimiert. Jedoch ist der relative Effekt auf die klonogenen RAS-infizierten Zellen 5-
fach stärker als auf die Kontroll-Zellen. 
 
5.1.1 RAS-infizierte Zellen zeigen weniger Apoptose nach Cytara-
bin-Behandlung  
Ist die eingeschränkte Klonogenität der RAS-infizierten Zellen nach Cytarabin-
Behandlung auf die Induktion von Apoptose zurückzuführen? Die Induktion von Apop-
tose ist tatsächlich in den RAS-infizierten Zellen, im Vergleich zu den Kontroll-Zellen, 
niedriger (Abb. 15, 16). Diese Ergebnisse gehen mit Daten einher, die zeigen, dass 
RASV12 in Neuronen des sympathischen Nervensystems, über den ERK/MAPK Signal-
weg, Cytarabin-induzierte Apoptose hemmt (Xue, 2000 #261). Bei der aktiven-
Caspase 3 FACS-Analyse (Abb. 16) sind nach 20 Stunden Cytarabin-Behandlung 40% 
der Kontroll-Zellen Caspase 3 positiv während bei den RAS-infizierten Zellen nur 18% 
der Zellen aktive-Caspase 3 aufweisen. Im Gegensatz dazu zeigte die BrdU-PI FACS-
Analyse (Abb. 11) keine Unterschiede in der Sub-G1 Phase der beiden Zelllinien. Der 
Unterschied zwischen diesen Ergebnissen könnte zum einen darin liegen, dass im 
Caspase-FACS nur ein definierter apoptotischer Marker gefärbt wird, während der 
Sub-G1 Bereich der BrdU-PI FACS alle Zellen enthält, die unter einer bestimmten 
Größe liegen und einen geringeren DNA Anteil aufweisen. Zum anderen zeigen RAS-
infizierte Zellen nach einigen Passagen einen stärker differenzierten Phänotyp, als die 





5.2 RAS-infizierte Zellen zeigen Merkmale von Seneszenz 
Nach der Infektion der MLL-ENL-ER Zellen mit mutiertem RAS weisen die Zellen, im 
Vergleich zu den Kontroll-Zellen, Merkmale auf, die für seneszente Zellen beschrieben 
sind (siehe Einleitung 1.2.2). Die Expressionslevel der Proteine p53, p21Cip1, p16Ink4a 
und p19Arf sind in den RAS-infizierten Zellen erhöht (Abb. 19, 20) und die Zellen zeigen 
eine stärkere Expression der Gene ink4b (p15Ink4b) und bhlhb2 (Dec1) (Abb. 17). Diese 
Ergebnisse entsprechen Daten, die aufweisen, dass die Überexpression von onkoge-
nem Ras in primären Zellen einen seneszenten Phänotyp auslöst (Di Micco, 2006 #1; 
Bartkova, 2006 #2; Braig, 2005 #4, Malumbres, 2000 #8, Collado, 2006 #5).  
Die Aktivität des Enzyms SA-β-Galaktosidase, vermutlich der verlässlichste Marker für 
Seneszenz (Dimri, 1995 #82), ist in den unbehandelten RAS-infizierten Zellen jedoch 
nicht stärker als in den Kontroll-Zellen, was zeigt, dass die Infektion mit mutiertem RAS 
allein in diesen Zellen keine Seneszenz hervorruft (Abb. 18). Die Aktivität des Enzyms 
wird jedoch durch die Behandlung mit Cytarabin induziert, wobei kein Unterschied zwi-
schen Kontroll-Zellen und RAS-infizierten Zellen detektiert werden kann (Abb. 18). 
Auch die Expression der Gene ink4b und bhlhb2 und der Proteine p53 und p21Cip1 wird 
durch Cytarabin verstärkt (Abb. 17, 19, 20) wobei die Expression in den RAS-
infizierten Zellen höher ist als in den Kontroll-Zellen. Die stärkere Expression von ink4b 
in den unbehandelten RAS-infizierten Zellen ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass 
das Gen durch den RAF/MEK/ERK Signalweg induziert wird (Malumbres, 2000 #8) und 
die höheren Proteinlevel von p53 sind auf die erhöhte p19Arf Expression durch Ras 
zurückführen (Palmero, 1998 #197; Bates, 1998 #196). Diese Ergebnisse zeigen, dass 
Cytarabin allein in den Zellen Seneszenz auslösen kann, auch wenn diese kein aktives 
Ras exprimieren (Abb. 8). 
Die niedrige Expression des Tumorsuppressors p53 in den Zellen (Abb. 19) könnte 
damit zusammenhängen, dass MLL-ENL p53 hemmt, wobei die Daten aus der Litera-
tur zeigen, dass nicht die Expression, sondern die Aktivierung des Proteins durch MLL-
ENL blockiert wird. Dies wird dadurch erreicht, dass die Acetyltransferase p300 p53 
nicht mehr binden und acetylieren kann (Wiederschain, 2005 #356). Dass aber auch in 
den Kontroll-Zellen der p53/p21Cip1 Signalweg funktional ist, zeigt die Induktion von 
p21Cip1 nach 24-stündiger Inkubation mit Cytarabin (Abb. 20).  
 
Die stärkere Expression von p53 in den RAS-infizierten Zellen zeigt, dass Ras der 
Hemmung von p53 durch MLL-ENL entgegenwirkt. p53 ist in weniger als 10% der AML 
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mutiert. Dahingegen tragen jedoch ca. 30 der AML Mutationen in dem Phosphoprotein 
NPM1 (Renneville, 2008 #394). NPM1 reguliert die Stabilität und transkriptionelle Akti-
vität von p53 indem es mit Mdm2 interagiert und p53 vor proteasomalem Abbau 
schützt (Kurki, 2004 #410, Colombo, 2002 #409). NPM1 interagiert außerdem mit 
p19Arf und verhindert dessen Degradation. In der mutierten NPM1 Form, ist das Protein 
nicht mehr im Nukleus lokalisiert sondern im Cytoplasma, die Interaktion mit p19Arf liegt 
weiterhin vor, jedoch schützt NPM1 p19Arf nicht mehr vor dem Abbau durch das Pro-
teasom. Die Folge ist, dass die p19Arf Level in der Zelle niedrig sind, was zum Abbau 
von p53 führt (Colombo, 2006 #411). In diesen AMLs, in denen p53 in seiner wildtyp 
Form vorliegt, jedoch die Stabilisierung oder Aktivierung beeinträchtigt ist, könnte die 
Überexpression von onkogenem RAS die Hemmung von p53 überkommen, so dass 
dieser Effekt von RAS somit nicht nur spezifisch für MLL-ENL tragende AMLs ist.  
 
Der Grund für die verstärkte Expression von p21Cip1 in den RAS-infizierten Zellen nach 
Cytarabin-Behandlung liegt in der p53-abhängigen Aktivierung des cdkn1a Genlocus. 
Nach Schädigung der DNA durch Cytarabin wird p53 induziert (Abb. 19), wodurch es 
zur Zunahme der Expression von p21Cip1 kommt. Im Rahmen einer Diplomarbeit (Da-
niela Rübsamen), in der untersucht wurde, ob der Effekt von RAS von dem 
p16Ink4a/pRB oder dem p21Cip1/p53 Signalweg abhängig ist, konnte gezeigt werden, 
dass die p21Cip1 Expression durch ein dominant negatives p53 Konstrukt vollständig 
blockiert wird.  
 
Die Expression der Zellzyklusinhibitoren p16Ink4a und p19Arf ist in den RAS-infizierten 
Zellen höher als in den Kontroll-Zellen (Abb. 20). Dies könnte an der Aktivierung der 
Expression dieser Proteine durch den Ras/MEK/ERK Signalweg liegen. Für p16Ink4a ist 
gezeigt worden, dass die Aktivierung über die Transkriptionsfaktoren Ets1 und Ets2 
erfolgt (Ohtani, 2001 #191) und für p19Arf über die Expression des Transkriptionsfaktor 
Dmp1 (Sreeramaneni, 2005 #412).  
 
5.2.1 Onkogenes RAS verstärkt die DNA-Schadenssignalkaskade 
Die Infektion primärer Zellen mit einem Onkogen veranlasst die Zelle zur Hyperreplika-
tion, wodurch DNA-Schäden entstehen, die die Aktivierung der DNA-
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Schadenssignalkaskade, gefolgt von einem seneszenten Phänotyp, nach sich zieht 
(Mallette, 2007 #204; Di Micco, 2006 #1; Bartkova, 2006 #2).  
Mit diesen Daten einhergehend, zeigen unsere RAS-infizierten Zellen im Vergleich zu 
Kontroll-Zellen eine Phosphorylierung von H2A.x und Chk1 im unbehandelten Zustand 
(Abb. 24, 25). Dies könnte durch eine Hyperreplikation der RAS-infizierten Zellen ver-
ursacht sein und würde mit der Beobachtung korrelieren, dass die Zellen direkt nach 
der Infektion mit onkogenem RAS schneller proliferieren als Zellen mit wildtyp RAS, 
und die Aktivierung der DNA-Schadenssignalkaskade erst drei bis vier Wochen nach 
der Infektion zu detektieren ist (Daten nicht gezeigt). 
Die Behandlung mit Cytarabin, Daunorubicin und Etoposid führt in Abhängigkeit von 
der Konzentration dieser Substanzen zur Phosphorylierung von Chk1 in beiden Zellli-
nien (Abb. 22, 26), was zeigt, dass der DNA-Schadenssignalweg auch in den Kontroll-
Zellen funktional ist und durch onkogenes RAS verstärkt wird. Die Aktivierung von 
Chk1 ist nur transient (Abb. 21), weil die Phosphorylierung von Chk1 an Serin 345 das 
Protein gleichzeitig zur Degradation durch das Proteasom markiert (Zhang, 2005 #10). 
 
Die Aktivierung der Kinase Chk2 ist unabhängig vom Zellzyklus und erfolgt in proliferie-
renden Zellen wie auch in quieszenten oder differenzierten Zellen (Lukas, 2001 #172). 
Hieraus ergibt sich die Frage, welchen Einfluss die Differenzierung auf die Aktivierung 
von Chk1 in den MLL-ENL Zellen hat. Differenzierte Kontroll-Zellen zeigen keine 
Phosphorylierung von Chk1 nach Cytarabin-Behandlung, wohingegen RAS-infizierte 
Zellen eine Aktivierung von Chk1 im unbehandelten Zustand aufweisen, die auch nach 
Cytarabin-Behandlung weiter verstärkt wird (Abb. 27 A). Dieses Ergebnis, dass Zellen, 
die sich nicht mehr teilen, die DNA-Schadenssignalkaskade aktivieren, steht im Ge-
gensatz zu Beobachtungen, die im Rahmen der onkogen-induzierten Seneszenz ge-
macht wurden. Dort konnte keine Aktivierung der DNA-Schadensignalkaskade in der 
Abwesenheit von DNA-Replikation detektiert werden (Di Micco, 2006 #1).  
Diese gegensätzlichen Beobachtungen könnten auf die unterschiedlichen Zellsysteme 
zurückzuführen sein: Onkogen-induzierte Seneszenz wurde in humanen Fibroblasten-
zellen, die mit dem Enzym h-Tert immortalisiert worden waren untersucht, während es 
sich bei den hier verwendeten Zellen um murine MLL-ENL-transformierte hämatopoeti-
sche Zellen handelt. Das Ergebnis zeigt, dass onkogenes RAS in diesem Zellsystem 




Aus dem Vergleich zwischen differenzierten und undifferenzierten RAS-infizierten Zel-
len geht hervor, dass die Phosphorylierung von Chk1 in Zellen mit MLL-ENL-ER Ex-
pression schwächer ist (Abb. 27 B). Dieses Ergebnis könnte darauf hin weisen, dass 
MLL-ENL die Phosphorylierung von Chk1 hemmt.  
Es könnte sein, dass die Blockade der DNA-Schadensantwort einer der Mechanismen 
für die MLL-ENL induzierte Transformation ist. Zumindest wurde für Schilddrüsentumo-
ren mit onkogenem Ras die Aktivierung der DNA-Schadenssignalkaskade beobachtet, 
wobei eine Subpopulation der Zellen der Apoptose-Induktion durch die Signalkaskade 
entging. Genau diese Zellen zeigten Merkmale eines transformierten Phänotyps und 
genetische Instabilität. Einige Proteine der DNA-Schadenssignalkaskade waren in den 
Zellen weiterhin aktiviert, führten aber nicht mehr zu phosphoryliertem H2A.x oder zur 
vollen Aktivierung von p53. Infolgedessen trug der Abbruch der DNA-Schadensantwort 
zur Ras-induzierten Transformation bei (Abulaiti, 2006 #359). Die für die Zelle sichtba-




5.3 RASV12 induziert myeloische Differenzierung, die 
durch Cytarabin verstärkt wird 
Eine Möglichkeit, weshalb RAS-infizierte Zellen nach Chemotherapie-Behandlung eine 
eingeschränkte Klonogenität aufweisen, könnte darin bestehen, dass die Zellen in Dif-
ferenzierung gehen. Differenzierte Zellen sind nicht in der Lage, Kolonien in Methylzel-
lulose zu bilden (Abb. 14). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Expression 
der Differenzierungmarker ly6g (Gr1) und itgam (Mac1), Membranproteine, die an der 
Oberfläche von differenzierten myeloischen Zellen lokalisiert sind, in RAS-infizierten 
Zellen höher ist als in Kontroll-Zellen (Abb. 29, 30). Gleichzeitig ist die Expression des 
Stammzellmarkers c-kit in den RAS-infizierten Zellen stark herunterreguliert (Abb. 31). 
Durch die Behandlung mit Cytarabin wird die Expression der Differenzierungmarker 
weiter verstärkt, was deutlicher in den RAS-infizierten Zellen auftritt als in den Kontroll-
Zellen, während die des Stammzellmarkers in den RAS-infizierten Zellen weiter ab-
nimmt. Dabei vermittelt Ras die Aktivierung der Differenzierung nicht durch die Hem-
mung von MLL-ENL-ER oder die Repression von MLL-ENL-ER Zielgenen (Abb. 9). 
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Die verstärkte Differenzierung der RAS-infizierten Zellen passt gut zu Beobachtungen, 
die zeigen, dass onkogenes Ras in hämatopoetischen Zellen Differenzierung auslösen 
kann (Hawley, 1995 #119; Hibi, 1993 #32; Shen, 2007 #121).  
Die Induktion der Differenzierung ist auf Transkriptionsfaktoren zurückzuführen, die 
durch den Ras Signalweg aktiviert werden. Einer der Transkriptionsfaktoren ist PU.1. 
Er gehört zu der Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren (Wasylyk, 1994 #364) und ist 
für die Entwicklung von Monozyten essentiell, da PU.1 die Expression eines monozy-
ten-spezifischen Rezeptors (M-CSF) stimuliert (siehe Einleitung 1.2.4). Dieser Rezep-
tor ist für das Überleben, die Proliferation und die Differenzierung dieser Zellen ent-
scheidend. Die Induktion des Rezeptors ist außerdem abhängig vom 
Transkriptionsfaktor c-Jun, dessen Expression durch die Ras/RAF/MEK/ERK Signal-
kaskade induziert wird. c-Jun bindet an die Ets-Domäne von PU.1 und verstärkt die 
Transaktivierung am Promotor des Rezeptors (Behre, 1999 #363).  
Ein weiterer Transkriptionsfaktor ist C/EBPα. Dieser induziert die Expression des G-
CSF Rezeptors, der die Differenzierung von hämatopoetischen Vorläuferzellen zu Gra-
nulozyten reguliert. Die Ras-induzierte Signalkaskade und C/EBPα zeigen eine direkte 
Interaktion, denn Ras aktiviert die Proteinkinase C, die daraufhin C/EBPα an Serin 248 
phosphoryliert. Der Promotor des G-CSF Rezeptors enthält eine C/EBPα Bindungsstel-
le, so dass nach der Phosphorylierung von Serin 248, welches in der Transaktivie-
rungsdomäne von C/EBPα liegt, die Expression des G-CSF Rezeptor aktiviert wird. 
Dies löst die Differenzierung in Granulozyten aus (Behre, 2002 #22; DiPearn, 2007 
#29). Die Induktion der Differenzierung in den RAS-infizierten Zellen ist vermutlich auf 
eine Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren zurückzuführen. 
 
Die Behandlung mit Cytarabin bewirkt eine Verstärkung der Differenzierung, so dass 
die Expression der Differenzierungsmarker in den RAS-infizierten Zellen nach der Be-
handlung deutlich höher ist als in den Kontroll-Zellen (Abb. 29, 30). Auch morpholo-
gisch lässt sich dies gut anhand der Pappenheim-Färbung erkennen (Abb. 32 A). Die 
Cytarabin-behandelten RAS-infizierten Zellen weisen die geringste Anzahl an unreifen 
Blasten und Promyelozyten auf, die Gesamtzellpopulation besteht hauptsächlich aus 
differenzierten stab- und polymorphkernigen Granulozyten bzw. reifen Monozy-
ten/Makrophagen (Abb. 32 B).  
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Dies geht mit Daten aus der Literatur einher, die beschreiben, dass Cytarabin in häma-
topoetischen Zellen Differenzierung auslöst (Takagaki, 2005 #9; Huang, 1988 #91; 
Nagler, 1986 #92).  
Mit den in dieser Arbeit verwendeten MLL-ENL Zellen wird hier gezeigt, dass durch die 
Expression von onkogenem RAS auch in Leukämiezellen Differenzierung induziert 
werden kann, wenn diese mit Cytarabin behandelt werden. Dies legt nahe, dass der 
Effekt von Cytarabin und onkogenem RAS zusammen eine additive Wirkung hinsicht-
lich Differenzierung aufweist.  
Der genaue Mechanismus, durch den Cytarabin die Differenzierung induziert, ist nicht 
bekannt, jedoch ist gezeigt worden, dass die Expression von p21Cip1 dafür essentiell ist 
(Wang, 2000 #390). p21Cip1 inhibiert Zellproliferation und induziert Differenzierung 
(Missero, 1996 #187; Asada, 1998 #388; Shen, 2007 #121). So ist vermutlich auch die 
Differenzierung der RAS-infizierten Zellen nach der Behandlung mit Cytarabin durch 
die verstärkte Expression von p21Cip1 vermittelt (Abb. 20).  
 
Interessanterweise ist der Zellzyklusinhibitor p15Ink4b nicht nur in seneszenten Zellen 
hochreguliert. Es gibt Daten, die zeigen, dass die Expression dieses Proteins, wie auch 
des Zellzyklusinhibitors p16Ink4a, während der Differenzierung von hämatopoetischen 
und neuronalen Zellen induziert wird (Lois, 1995 #350; Teofili, 2000 #351; Schmidt, 
2001 #352). Ähnliches ist auch für den Transkriptionsfaktor Dec1 beschrieben, der die 
Differenzierung von Knorpelzellen fördert (Shen, 2002 #353). Das Gen, welches für 
das Protein Dec1 kodiert, ist ein p53 Zielgen und wird nach DNA-Schädigung induziert. 
Dec1 vermittelt Zellzyklusarrest und hemmt ID1 (Inhibitor of Differentiation), ein Onko-
gen, das in vielen Tumoren hochreguliert ist (Qian, 2008 #354). Somit könnte die stär-
kere Expression der beiden Seneszenzmarker p15Ink4b und Dec1 (Abb. 17) in den 
RAS-infizierten Zellen auf einen differenzierten Phänotyp zurückzuführen sein.  
 
5.3.1 Die Aktivierung von ATM/R ist notwenig für die myeloische 
Differenzierung 
Die bisherigen Ergebnisse weisen zwei Merkmale RAS-infizierter Zellen auf. Die DNA-
Schadensantwort ist im unbehandelten Zustand und nach Behandlung mit diversen 
Chemotherapeutika, im Vergleich zu Kontroll-Zellen, verstärkt, und die Zellen differen-
zieren nach Cytarabin-Behandlung deutlich stärker als die Kontrollzellen aus. Damit 
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ergibt sich die Frage, ob die Aktivierung der DNA-Schadenssignalkaskade für die Diffe-
renzierung notwendig ist.  
Die zusätzliche Behandlung der Zellen mit dem ATM/ATR Inhibitor Koffein zeigt, dass 
die Differenzierung der RAS-infizierten Zellen nach Cytarabin-Behandlung von der 
DNA-Schadensantwort abhängig ist (Abb. 33). Dieses Ergebnis bestätigt Daten, die 
zeigen, dass die Behandlung hämatopoetischer Zellen mit Koffein den Cytarabin-
induzierten Arrest in der S-Phase verhindert (Sugimoto, 2000 #349), was darauf hin-
deutet, dass Cytarabin diesen Arrest über die Aktivierung der ATM/ATR-Kinasen ver-
mittelt. Zudem aktiviert Cytarabin die Differenzierung der humanen Leukämiezelllinie 
K562, und dieser Vorgang wird durch Koffein blockiert (Takagaki et al. 2005 #9). Das 
Ergebnis, dass die Differenzierung von der DNA-Schadensantwort abhängig ist, passt 
gut zu Daten, die zeigen, dass die Onkogen-induzierte Seneszenz kausal mit der DNA-
Schadensantwort verbunden ist. Wird die DNA-Schadensantwort gehemmt, kommt es 
nicht zur Seneszenz, sondern zur Transformation der Zellen (Di Micco, 2006 #1). 
 
Die Inhibition der Chk1 Kinase durch den spezifischen Inhibitor IGR war nach unseren 
Untersuchungen nicht ausreichend, um die Differenzierung der RAS-infizierten Zellen 
zu blockieren (Daten nicht gezeigt). Die Ursache dafür könnte darin liegen, dass die 
Differenzierung bereits durch die Kinase ATR angeschaltet wird. Neben der Aktivierung 
von Chk1 phosphoryliert ATR auch den Tumorsuppressor p53 (Tibbetts, 1999 #50; 
Lakin, 1999 #51). Dass die Cytarabin-induzierte Differenzierung von der Aktivierung 
des p53 Signalweges abhängig ist, wurde von Daniela Rübsamen im Rahmen ihrer 
Diplomarbeit in unserer Gruppe belegt: Die Stabilisierung von p53 durch den Mdm2-
Antagonisten Nutlin-3 verstärkt die Differenzierung dieser Zellen, wohingegen die 
Hemmung des p53 Proteins durch ein dominant negatives p53-Oligopeptid die myeloi-
sche Differenzierung vollständig blockiert. Demzufolge ist vermutlich die Aktivierung 
von p53 durch die ATR Kinase für die Differenzierung der RAS-infizierten Zellen aus-
reichend, so dass die alleinige Hemmung von Chk1 keinen Effekt zeigt.  
 
Die eingeschränkte Klonogenität RAS-infizierter Zellen nach Chemotherapie-
Behandlung (Abb. 12, 13) korreliert mit der verstärkten Aktivierung der DNA-
Schadenssignalkaskade durch die Zytostatika (Abb. 22, 26). Zudem hat die Untersu-
chung von Cytarabin ergeben, dass die Aktivierung der DNA-Schadenssignalkaskade 
kausal mit der Differenzierung der Zellen in Verbindung steht (Abb. 33). Daraus lässt 
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sich ableiten, dass klonogene Zellen innerhalb der heterogenen Gruppe RAS-infizierter 
Zellen nach der Behandlung mit Chemotherapeutika durch Differenzierung eliminiert 
werden. Dabei wird die DNA-Schadensantwort durch onkogenes Ras direkt verstärkt, 
was die Aktivierung von p53 zur Folge hat. p53 induziert die Expression von p21Cip1, 
wodurch möglicherweise die Differenzierung der Zellen vermittelt wird (s.o.). 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit befinden sich im Einklang mit den weiter oben zitierten 
Daten der CALGB 8525 Studie (Neubauer, 2008 #66). So zeigen RAS-infizierte Zellen 
keine Unterschiede zu Kontroll-Zellen hinsichtlich Apoptose und Zellüberleben nach 
der Behandlung mit Cytarabin. Dies korreliert mit der klinischen Situation, denn Patien-
ten mit wildtyp RAS und mutiertem RAS weisen keinen Unterschied hinsichtlich der 
Induktions-Therapie und das Erreichen einer kompletten Remission auf. Erst nachfol-
gend zeigt sich bei Patienten mit mutiertem RAS eine signifikant reduzierte Rückfallra-
te. Dies korreliert mit der eingeschränkten Klonogenität der RAS-infizierten Zellen nach 
der Cytarabin-Behandlung. Denn es gibt Hinweise darauf, dass die Bildung eines Re-
zidivs von diesen klonogenen Zellen, die in der AML als Leukämie-initiierende Zellen 
oder Tumorstammzellen bezeichnet werden, abhängig ist. Zellen, die sich wie Tumor-
stammzellen verhalten, wurden bis heute bei verschiedenen hämatologischen Erkran-
kungen und soliden Tumoren gefunden. Die AML war die erste Krebserkrankung, bei 
der diese Zellen identifiziert wurden (Zitat Lapidot et al., Nature 1994).  
Die Theorie über Tumorstammzellen ist aus Transplantationsexperimenten entstanden. 
Diese zeigen, dass isolierte und aufgereinigte Blasten-Zellen eines AML Patienten eine 
Leukämie reproduzieren, wenn diese in immundefiziente Mäuse (NOD/SCID Mäuse) 
gespritzt werden, die dem gleichen Phänotyp der ursprünglichen Erkrankung entspricht 
(Lapidot, 1994 #413; Huntly, 2005 #373). Außerdem zeigen die Zellen die Fähigkeit, in 
semisolidem Medium wie Softagar oder Methylzellulose zu wachsen. Da die Anzahl 
der Tumorzellen, die injiziert werden muss, um in Empfängermäusen Tumoren zu er-
zeugen, sehr hoch ist (bis zu 1x106 Zellen), ist daraus die Theorie entstanden, dass es 
innerhalb der Tumorzellen eine Hierarchie gibt, in der nur eine kleine Anzahl von Zellen 
ein Tumor-initiierendes Potential innehaben. Dies bedeutet, dass die Tumorzellen funk-
tionell heterogen sind und nur eine relativ geringe Anzahl von Zellen die Fähigkeit be-
sitzt, einen Tumor zu rekonstruieren.  
Wieso geht man davon aus, dass es sich bei diesen Zellen um Stammzellen handelt? 
Die immunphänotypische Charakterisierung von humanen hämatopoetischen Stamm-
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zellen (CD34+/CD38-) ermöglicht es, diese Zellen anzureichern. Transplantationsexpe-
rimente zeigen, dass der Transfer von humanen AML-Zellen in Empfängermäuse von 
dieser Subpopulation CD34+/CD38--Zellen abhängig ist (Lapidot, 1994 #413). Diese 
Ergebnisse machen deutlich, dass tatsächlich Stammzellen, für die Repopulation eines 
Tumors verantwortlich sind und legen nahe, dass die Bildung von Rezidiven von die-
sen Zellen ausgeht.  
Die Tumor-initiierenden Zellen tragen nicht nur Stammzellmarker, sie weisen zudem 
Eigenschaften von Stammzellen auf, d.h. sie verfügen über das Potential des long-term 
self renewal und sind mulitpotent, können sich also in alle Zelltypen, die innerhalb ei-
nes Tumors vorliegen, entwickeln (Pardal, 2003 #414). Die Tumorstammzellen üben 
damit die Funktion aus, das Wachstum und die Ausbreitung des Tumors aufrechtzuer-
halten und die verschiedenen Zelltypen des Tumors immer wieder neu zu bilden. 
Dies bringt die Tumorstammzellen in einen therapeutischen Zusammenhang. Nach der 
Tumorstammzelltheorie hängt der Erfolg einer Therapie von dem Effekt ab, den die 
Behandlung auf die Tumorstammzellen hat. So könnten z.B. Therapeutika, die die Tu-
morstammzellen gegenüber apoptotischen Stimuli sensibilisieren oder die Differenzie-
rung dieser Zellen aktivieren, die Rate der Rückfallerkrankungen reduzieren.  
 
Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, dass Chemotherapeutika 
wie Cytarabin die Tumorstammzellen unter bestimmten Bedingungen (RASV12) zur Dif-
ferenzierung veranlassen können. Der Effekt von onkogenem RAS ist dabei vermutlich 
auf die Aktivierung von p53 zurückzuführen, die die Zellen dazu veranlasst, in der Dif-
ferenzierungslinie weiter fortzuschreiten. Die zusätzliche Behandlung mit Cytarabin 
verstärkt die Aktivierung von p53, so dass die Zellen zu reifen Granulozyten und Mo-
nozyten/Makrophagen ausdifferenzieren (Abb. 34).  
In Bezug auf die Therapie der AML gibt diese Arbeit einen Hinweis darauf, dass AML-
Patienten möglicherweise durch eine Behandlung mit Nutlin-3, welches zu einer Akti-
vierung von p53 führt, profitieren, da die Differenzierung Leukämie-initiierender Zellen 
eingeleitet werden könnte. Unsere Ergebnisse zeigen auch, dass Differenzierung als 
ein Sicherheitsmechanismus gegen Tumorgenese und Resistenz bei Leukämien, de-






Abb. 34: Schematische Darstellung der RAS- und Cytarabin-induzierte 
Differenzierung von MLL-ENL-transformierten HSC (modifiziert nach Essers et al., 
2009). Durch die Infektion der MLL-ENL transformierten hämatopoetischen Stammzel-
len (HSC) mit onkogenem RAS wird der Tumorsuppressor p53 aktiviert. Dies führt zu 
einem stärker differenzierten Phänotyp der Zellen (Hämatopoetische Progenitor Zellen, 
HPC). Die Behandlung mit Cytarabin verstärkt die p53-Aktivierung, woraufhin die Zel-
len zu reifen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen differenzieren.  
 
 
Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass onkogenes Ras in hämatopoetischen Zel-
len die DNA-Schadensantwort auf diverse Chemotherapeutika verstärkt, und davon 
abhängig die Differenzierung der Zellen aktiviert. Davon sind potentiell Tumorstamm-
zellen betroffen, so dass die Aktivierung von Differenzierung als weiterer Sicherheits-
mechanismus, neben Seneszenz und Apoptose, im Zusammenhang mit Tumorgenese 




Eine anhand der multizentrischen CALGB Studie 8525 durchgeführte retrospektive 
Analyse hat verdeutlicht, dass mutiertes, onkogenes RAS in Tumorzellen positive 
Auswirkungen auf die Behandlung mit Chemotherapeutika haben kann. In dem Zellsys-
tem, welches in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, führte die Expression von 
onkogenem RAS zu einer verstärkten DNA-Schadensignalkaskade, wodurch Differen-
zierung ausgelöst wurde, die das klonogene Potential der Gesamtzellpopulation dezi-
mierte. Bisher ging das Verständnis über die Wirkung von Chemotherapeutika nicht 
über Hemmung der Replikation und Induktion von Apoptose hinaus. Die Ergebnisse 
dieser Arbeit weisen darauf hin, dass konventionelle Zytostatika einen weiteren Me-
chanismus zur Tumorbekämpfung aktivieren können: Differenzierung. Für das häma-
topoetische System ist dies ein attraktiver therapeutischer Ansatz, da die Lebensdauer 
der reifen Zellen kurz ist, was die Wahrscheinlichkeit von sekundären Mutationen, die 
zu einer erneuten Transformation der Zellen führen könnten, mindert. Dabei ist von 
besonderem Interesse, dass davon auch potentiell Tumorstammzellen betroffen sein 
könnten. Differenzierung als therapeutischer Ansatz findet bereits in der Behandlung 
der akuten Promyelozyten Leukämie Anwendung. Die Kombination von konventioneller 
Chemotherapie zusammen mit Retinolsäure übergeht hier den Differenzierungsblock 
durch PML-RARα.  
Für die Entwicklung von Substanzen, die die Differenzierung aktivieren, müssen jedoch 
zunächst die Mechanismen aufgeklärt werden, die diesen Prozess in Gang setzen. 
Bezogen auf die Ergebnisse dieser Arbeit würde das bedeuten herauszufinden, wie 
onkogenes Ras die DNA-Schadensantwort verstärkt, und welche darauf folgenden 
Signalwege für die Differenzierung entscheidend sind. Die Identifizierung des p53 Sig-
nalweges als Vermittler der Cytarabin- und Ras-induzierten Differenzierung hat in die-
sem Zellsystem ermöglicht, die Differenzierung der Zellen durch eine Kombination aus 
Cytarabin und Nutlin-3, einem Inhibitor von Mdm2, herbeizuführen.  
Diese Beobachtung ist von besonderem Interesse in Bezug auf einen therapeutischen 
Ansatz. Die chemotherapeutische Behandlung der AML führt nur bei einem Teil der 
Patienten zu einer Heilung der Erkrankung. Ein wesentliches Problem ist die hohe Rate 
an Rückfällen. Diese gehen vermutlich von Leukämie-initiierenden Zellen aus. Die 
Hypothese dieser Tumorstammzellen postuliert, dass nur eine kleine Population von 
Zellen innerhalb des Tumors über uneingeschränktes Selbsterneuerungspotential ver-
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fügt und diese Zellen oftmals durch herkömmliche Chemotherapeutika nicht eliminiert 
werden, da sie Transporter exprimieren, die die Zytostatika mit großer Effizienz aus der 
Zelle befördern und zudem ihre Teilungsrate sehr langsam ist. Folglich kann sich der 
Tumor bzw. die Leukämie nach Beendigung der Chemotherapie erneut entwickeln 
(Bonnet, 1997 #372; Huntly, 2005 #373, Zhao, 2009 #371, Donnenberg, 2005 #374).  
Die Ergebnisse dieser Arbeit, zusammen mit der Beobachtung, dass die Differenzie-
rung durch den p53 Signalweg vermittelt wird, führen zu der Hypothese, dass die In-
duktion der Differenzierung dieser Leukämie-initiierenden Zellen durch eine Kombinati-
onstherapie aus Cytarabin und Nutlin-3 induziert werden kann. Dies würde den Erfolg 
der Therapie verbessern, denn die Behandlung mit Cytarabin allein eliminiert zwar die 
Masse der Tumorzellen, jedoch sind davon wahrscheinlich nicht oder nur zu einem Teil 
die Tumorstammzellen betroffen. Die Differenzierung und damit Beseitigung dieser 
Zellen könnte aber durch die Stabilisierung und Aktivierung von p53 herbeigeführt wer-
den. Eine alleinige Therapie mit Nutlin-3 könnte zwar zu einer Differenzierung der Tu-
morzellen führen, würde jedoch für eine umgehende Regression der Masse der Zellen 
nicht ausreichen. Eine Kombination aus Cytarabin und Nutlin-3 würde hingegen die 
Masse der Tumorzellen reduzieren und gleichzeitig die Differenzierung der Tumor-
stammzellen aktivieren, was die Tumor Rückbildung zur Folge hätte (Abb. 35). 
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Abb. 35: Hypothese der Therapie von leukämischen Stammzellen (modifiziert 
nach: James E. Kennedy, 2005). Die Behandlung von Leukämien verwendet gegen-
wärtig Chemotherapeutika, die insbesondere proliferierende Tumorzellenellen (blau) 
eliminieren. Die Leukämie initiierenden Zellen (Tumorstammzellen, grün) sind davon 
wahrscheinlich nicht betroffen, so dass es nach der Therapie zu Rückfallerkrankungen 
kommt. Die Differenzierung der Tumorstammzellen wird durch die Aktivierung von p53 
induziert, was durch den Mdm2-Inhibitor Nutlin-3 bewirkt wird. Die Kombinationsthera-
pie aus Cytarabin und Nutlin-3 könnte zur Elimination der Tumorzellen einschließlich 
der Tumorstammzellen führen, wodurch eine Remission erzielt werden könnte. 
 
Nach dieser Hypothese würden AML Patienten mit wildtyp p53 von einer Kombinati-
ons-Therapie aus Cytarabin und Nutlin-3 profitieren. Die Entwicklung von Substanzen, 
die die Differenzierung p53 mutierten Zellen aktivieren, ist ein weiterer wichtiger Schritt, 
der Resistenz vieler Tumorzellen gegenüber Chemotherapeutika entgegenzuwirken. 
 
Grundlage für diese Arbeit war das Zusammenwirken von klinischer und experimentel-
ler Wissenschaft (Translationale Forschung). Die klinische Beobachtung an AML-
Patienten konnte in der experimentellen Forschung verifiziert und die molekularen Vor-
gänge aufgeklärt werden. Durch die Erforschung, was leukämische Zellen beeinflusst 
und wie sie auf Zytostatika reagieren, konnten neue Erkenntnisse gewonnen werden, 
die die Entwicklung neuer Therapiestrategien nach sich ziehen. Diese Arbeit zeigt, 
dass durch die Translationale Forschung Krebstherapie zu einem zielgerichteten Pro-




6.1 Deutsche Zusammenfassung 
Ras-Proteine gehören zu einer Familie von Proto-Onkogenen, die für kleine GTPasen 
kodieren. Sie sind an vielen zellulären Prozessen wie Zellteilung, Apoptose und Diffe-
renzierung beteiligt. In 20-30% aller menschlichen Tumore weisen die RAS-Gene 
Punktmutationen auf, die das Protein in einen konstitutiv aktiven Zustand versetzen. 
Aus einer retrospektiven Studie von Patienten mit akuter myeloischer Leukämie 
(CALGB 8525) ist hervorgegangen, dass es eine Korrelation zwischen RAS-Status und 
Rezidivrate nach hochdosierter Cytarabin-Behandlung gibt. Patienten mit mutiertem 
RAS und Hochdosis-Cytarabin Behandlung, entwickelten signifikant weniger häufig 
Rezidive als Patienten mit wildtyp RAS oder Patienten, die mit Niedrigdosis-Cytarabin 
behandelt wurden. Somit geht aus der Studie hervor, dass die Expression eines Onko-
gens in Tumorzellen positive Auswirkungen auf die Behandlung mit Chemotherapeuti-
ka haben kann. Ausgehend von dieser Beobachtung sollte in dieser Arbeit der Effekt 
von onkogenem RAS in einem Zellsystem in vitro studiert und die molekularen Mecha-
nismen aufgeklärt werden. Um onkogenes Ras in einem Zellsystem zu untersuchen, 
das als Model für akute myeloische Leukämie herangezogen werden kann, wurden 
hämatopoetische Zellen der Maus, die mit dem onkogenen Fusionsprotein MLL-ENL 
immortalisiert wurden, verwendet. Das Fusionsonkoprotein MLL-ENL kommt aus-
schließlich in Leukämien vor und die Zellen zeigen einen myeloischen Phänotyp. Diese 
Zellen wurden mit einem Kontrollvektor bzw. mit einem Vektor, der onkogenes RASV12 
exprimiert, infiziert und auf die Behandlung mit Chemotherapeutika, insbesondere Cy-
tarabin, untersucht. Die zytotoxische Wirkung von Cytarabin beruht darauf, dass die 
Substanz das Fortschreiten der Replikationsgabel behindert, woraufhin eine DNA-
Schadenssignalkaskade aktiviert wird, die nachfolgend Zellzyklusarrest oder Apoptose 
vermittelt. Cytarabin wirkt somit hauptsächlich auf Zellen, die sich in der Replikati-
onsphase befinden. In Suspension wiesen die RAS-infizierten Zellen auf die Behand-
lung mit Cytarabin keinen Unterschied zu den Kontroll-Zellen hinsichtlich Zellzahl, Zell-
zyklus und Apoptose auf. Erfolgte die Kultivierung jedoch in semisolidem Medium, um 
die Klonogenität der Zellen zu untersuchen, zeigten die RAS-infizierten Zellen nach der 
Behandlung mit Cytarabin, Etoposid und Daunorubicin, eine starke Einschränkung in 
der Koloniebildung. Um die Ursache festzustellen, wodurch die klonogenen Zellen eli-
miniert werden, wurden die Zellen hinsichtlich Apoptose, Seneszenz und Differenzie-
rung untersucht.  
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Expressions- und Durchflusszytometrie-Analysen von Apoptosemarkern belegen, dass 
die Induktion von Apoptose in den RAS-infizierten Zellen niedriger war als in den Kon-
troll-Zellen und Apoptose damit nicht als Ursache für die eingeschränkte Klonogenität 
herangezogen werden kann. Aus der Literatur ist bekannt, dass die Infektion von pri-
mären Zellen mit onkogenem Ras eine DNA-Schadensantwort aktiviert, die einen se-
neszenten Phänotyp auslöst. Seneszente Zellen zeichnen sich durch eine erhöhte Ex-
pression von p53, p21Cip1 und des Ink4/Arf Locus (mit den Tumor Suppressoren 
p16Ink4a, p19Arf und p15Ink4b) aus. Zudem exprimieren seneszente Zellen das Enzym 
SA-β-Galaktosidase, dessen Aktivität in den Zellen sichtbar gemacht werden kann. Die 
Untersuchung der Kontrollproteine Chk1, H2A.x und ATM ergab, dass die DNA-
Schadensantwort nur in den RAS-infizierten Zellen aktiviert war und diese durch Cyta-
rabin weiter verstärkt wurde. Die Proteine p53, p21Cip1, p16Ink4a, p19Arf und p15Ink4b wur-
den in den RAS-infizierten Zellen stärker exprimiert als in den Kontroll-Zellen und durch 
Cytarabin teilweise weiter induziert (p53 und p21Cip1). Dagegen wurde das Enzym SA-
β-Galaktosidase, sowohl in Kontroll-Zellen als auch in RAS-infizierten Zellen durch die 
Behandlung mit Cytarabin gleichermaßen aktiviert, was einen Hinweis darauf gibt, dass 
Cytarabin in Kontroll-Zellen Seneszenz auslösen kann. Die oben genannten Proteine 
sind auch in differenzierten Zellen stärker exprimiert. Ferner löst onkogenes Ras in 
hämatopoetischen Zellen Differenzierung aus, was im Übrigen auch für Cytarabin ge-
zeigt wurde. Expressions- und Durchflusszytometrie-Analysen der Differenzierungs-
marker ly6g (Gr1) und itgam (Mac1) zeigen, dass RAS-infizierte Zellen stärker differen-
ziert waren als Kontroll-Zellen und die Behandlung mit Cytarabin die Differenzierung 
weiter verstärkte. Dies wurde auch anhand der Morphologie der Zellen bestätigt. Ent-
scheidend für die Induktion der Differenzierung war dabei die Aktivierung der DNA-
Schadenssignalkaskade, was durch die zusätzliche Behandlung der Zellen mit dem 
ATM/R-Inhibitor Koffein belegt werden konnte.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass konventionelle Zytostatika einen 
weiteren Mechanismus zur Tumorbekämpfung aktivieren können: Differenzierung. Dif-
ferenzierung als therapeutischer Ansatz findet bereits in der Behandlung der akuten 
Promyelozyten Leukämie Anwendung. Die Induktion der Differenzierung könnte vor 
allem für Tumor-initiierende Zellen von größtem Interesse sein. Diese Krebsstammzel-
len werden durch herkömmliche Chemotherapeutika oft nicht vollständig eliminiert und 
können somit Ursache für Rezidive sein. Die Entwicklung von Substanzen, die die Dif-
ferenzierung dieser Zellen aktivieren, wäre ein wichtiger Schritt der Resistenz vieler 




Ras proteins belong to a family of proto-oncogens that encode small GTPases, found 
to be involved in many cellular processes like cell division, apoptosis and differentia-
tion. Remarkably, 20-30% of all human tumours contain activating mutations in the 
RAS genes. A retrospective study of a part of patients with acute myeloid leukaemia 
treated within CALGB 8525 revealed a correlation between RAS-mutations and che-
motherapeutic treatment (cytarabine). AML patients harbouring oncogenic RAS 
showed significantly less cumulative incidence of relapse upon treatment with high-
dose cytarabine in the post-induction chemotherapy, when compared to AML patients 
with oncogenic RAS treated with low-dose cytarabine. In contrast, dose escalation had 
a much weaker effect on the response to cytarabine in patients that harbour wildtype 
RAS. This study showed that an oncogenic mutation can mediate a beneficial effect 
towards chemotherapeutic treatment. However, the molecular basis of this observation 
was not understood. Therefore, the aim of this work was to investigate the effect of 
oncogenic RAS on response and the molecular mechanisms that mediate this effect in 
a cell system in vitro. 
To this end, we took advantage of mouse bone marrow cells immortalized by the MLL-
ENL oncogene. MLL-ENL expressing cells define a leukemia-initiating cell population 
resembling acute myeloid leukaemia in humans. These cells were co-infected with ei-
ther an empty vector or a vector expressing oncogenic RAS and subsequently their 
response to chemotherapeutic substances like cytarabine was tested.  
The cytotoxic effect of cytarabine is due to replication fork stalling which leads to the 
activation of the DNA-damage response followed by cell cycle arrest and apoptosis. 
Therefore, cytarabine targets mainly proliferating cells. 
There was no difference in response to cytarabine between control cells and RAS-
infected cells in suspension with regard to cell survival, cell cycle and apoptosis. How-
ever, when cells were cultured in semisolid media to evaluate colony formation, the 
treatment with chemotherapeutic drugs (cytarabine, etoposide, daunorubicine) led to a 
compromised colony formation only in RAS-infected cells. In order to identify the proc-
ess responsible for elimination of clonogenic cells upon treatment, the status of apop-
tosis, senescence and differentiation was checked in these cells.  
Expression- and flow cytometry-analysis revealed no impact of cytarabine treatment on 
apoptosis of RAS-infected cells. They rather showed less apoptosis after cytarabine 
treatment compared to control cells. Therefore, in the RAS expressing cells apoptosis 
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did not account for the reduced clonogenicity observed.  
Previous work has showed that oncogenic Ras expressing cells activate a DNA-
damage response, which subsequently leads to a senescent phenotype. Senescent 
cells show high expression of the tumour suppressors p53, p21Cip1, p16Ink4a, p19Arf and 
p15Ink4b and express SA-β-Galactosidase whose activity can be visualized.  
The present work shows that the checkpoint proteins Chk1, H2A.x and ATM were acti-
vated (phosphorylated) only in RAS-infected cells and that treatment with cytotoxic 
drugs enhanced the phosphorylation of these proteins. Similarly, the expression of p53, 
p21Cip1, p16Ink4a, p19Arf and p15Ink4b was induced in RAS-infected cells and the levels of 
p53 and p21Cip1 were further enhanced upon cytarabine treatment. In contrast, cyta-
rabine treatment led to an activation of SA-β-Galactosidase in both control cells and 
RAS-infected cells, suggesting that cytarabine induces senescence in control cell. 
The above-mentioned proteins are not only highly expressed in senescent cells but 
also in differentiated cells. It is also known that, both oncogenic Ras and cytarabine 
can induce differentiation in hematopoietic cells.  
Expression- and flow cytometry-analysis for the differentiation markers ly6g (Gr1) and 
itgam (Mac1) revealed that RAS-infected cells were more differentiated than control 
cells and that the differentiation was further induced upon cytarabine treatment. Of 
note, the Ras- and cytarabine induced differentiation was inhibited upon co-treatment 
with the AMT/R Inhibitor caffeine, suggesting that activation of the DNA damage re-
sponse pathway is critical for Ras- and cytarabine induced apoptosis. 
The data of this study point out, that conventional cytostatic drugs can activate a further 
fail-safe mechanism, differentiation, besides inhibition of proliferation and induction of 
apoptosis. These in vitro data are consistent with the data obtained in acute promyelo-
cytic leukaemia where induction of differentiation, by given high-doses of retinoic acid 
concomitantly with chemotherapy, is associated with higher cure rates and therefore is 
an attractive goal for anticancer therapy. Induction of differentiation is of particular in-
terest to the eradication of tumour-initiating cells, since conventional therapeutics often 
do not eliminate those cells, therefore causing resistance. Screening of new com-
pounds, which activates the differentiation of tumour-initiating cells, would be an impor-
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